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Résumé – Français 
 La dystrophie myotonique de type 1 (DM1) est une maladie dégénérative impliquant 
des symptômes d’atrophie musculaire et de myotonie. Au niveau moléculaire, elle est 
caractérisée par une expansion aberrante de CUG dans la région 3’UTR de l’ARNm de DMPK 
(Dystrophia Myotonica protein kinase). Ces répétitions CUG forment des agrégats toxiques 
(appelés foci) majoritairement nucléaires dans les cellules de patients DM1 et causent la 
séquestration anormale de ribonucléoprotéines (RBP), tel que le facteur «Muscleblind-like 1» 
(MBNL1), qui lieraient normalement les motifs CUG d’autres ARN. Les fonctions normales 
de ces RBPs seraient alors perturbées. En plus de leur rôle dans l’épissage alternatif, MBNL a 
récemment été caractérisé pour son implication dans la localisation intracellulaire de ses ARN 
cibles. Ceci suggèrerait que la pathogénèse de la DM1 pourrait résulter de l’effet perturbateur 
des répétitions CUG sur la localisation d’ARN précis et de protéines RBPs. À cet effet, un 
criblage basé sur de la microscopie fluorescente de 322 RBPs dans des myoblastes de patients 
DM1 a permis d’identifier des nouveaux facteurs qui colocaliseraient avec les expansions 
pathogéniques CUG. De plus, ces myoblastes DM1 ont été fractionnés et un séquençage-ARN 
a par la suite permis l’identification de transcrits délocalisés. Les deux banques de données 
ainsi générées, tant par le criblage que par le fractionnement/séquençage-ARN, pourraient 
ouvrir des nouvelles avenues de recherches dans la compréhension des anomalies moléculaires 
associées à la DM1, et potentiellement d’autres maladies à expansions microsatellites.  
 
Mots-clé : Dystrophie myotonique de type 1, DM1, MBNL, localisation de l’ARN, RBP, 




Résumé – Anglais 
 Myotonic dystrophy of type 1 (DM1) is a degenerative disorder implicating symptoms 
of muscular atrophy and myotony. In a molecular level, it is caused by the aberrant expansion 
of CUG repeats in the 3’-UTR region of the DMPK mRNA (Dystrophia Myotonica protein 
kinase). Excessive CUG repeats then form toxic aggregates (foci) enriched within the nucleus 
of DM1 patient cells. These RNA foci cause the abnormal sequestration of RNA Binding 
Proteins (RBP), in particular members of the Muscleblind-like protein 1 (MBNL), that 
normally bind the CUG motif of other target RNAs, and will hence alter their normal 
functions. In addition to their role in alternative splicing, MBNL1 has recently been implicated 
in the intracellular localisation of its RNA targets. It remains elusive whether the pathogenesis 
of DM1 could result from the deregulating effect of CUG repeats on the localisation of 
specific RNAs and RBP proteins. In this thesis, a fluorescent imaging-based screening of 322 
RBPs in DM1 patient’s myoblasts has been conducted and this had led to the identification of 
new factors that may colocalize with pathogenic CUG expansions. Moreover, these DM1 
myoblasts have been fractionated and subsequent RNA-sequencing has permitted the 
identification of transcripts that are delocalised between subcellular compartments. From the 
two large datasets generated from the RBP imaging-based screening and fractionation/RNA-
sequencing, new avenues of research can be initiated to further understand not only DM1, but 
perhaps also other disorders that implicate microsatellite expansions.  
 
Keywords: Myotonic dystrophy type 1, DM1, MBNL, RNA localization, RBP, CUG, 
myoblast, FISH-IF, fractionation, RNA-sequencing.  
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Les maladies à expansions microsatellites impliquent des répétitions aberrantes de 
nucléotides dans un gène donné et à des proportions pathogéniques. Des exemples de tels 
désordres incluent le syndrome de l’X fragile, la maladie de Huntington, la sclérose latérale 
amyotrophique (ALS), ou même la dystrophie myotonique (DM) (1, 2). Celle-ci comporte 
deux formes, soit la DM1 et la DM2. Aussi appelée maladie de Steinert ou maladie de Batten-
Gibb, la DM1 est caractérisée par une atrophie musculaire et une myotonie, qui consiste en 
une hyperexcitabilité des fibres musculaires ainsi qu’un délai de relaxation accru suite à une 
contraction musculaire. Par ailleurs, cette maladie autosomale dominante est considérée multi-
systémique. Ceci implique qu’une variété de systèmes soient affectés chez un patient, tant au 
niveau du système nerveux, endocrinien, musculaire, respiratoire, cardiovasculaire, etc. 
D’autre part, sur une échelle mondiale, 1 individu sur 8000 est affecté par cette maladie et il 
n’y a présentement pas de remède pour cette forme de dystrophie musculaire la plus répandue. 
La DM2 est une forme plus rare et présente en général des symptômes plus modérés. (1-4). 
1. Présentation clinique  
 
Dû à l’effet fondateur, la DM1 est d’une prévalence plus élevée au Québec (1 sur 600), 
plus particulièrement dans les régions de Charlevoix et du Saguenay Lac St-Jean. Elle 
représente aussi aux États-Unis la forme la plus commune entre les deux formes de DM (2). 
D’ailleurs, la plupart des symptômes sont communs pour les deux formes et incluent 
notamment la faiblesse musculaire, la résistance à l’insuline, des troubles cardiaques ainsi que 
des troubles oculaires tels que la cataracte ou la rétinopathie pigmentaire (5, 6). La DM1 se 
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différencie entre autres par le fait qu’elle inclue une forme congénitale et qu’elle présente des 
symptômes au niveau du cerveau qui ne sont pas retrouvés dans la DM2, comme 
l’hypersomnolence ou des niveaux variables de retards mentaux et de troubles cognitifs (6). 
Beaucoup de patients DM1 seront sévèrement affectés (perte quasi-totale de l’autonomie) 
entre la cinquième et sixième décennie de leur vie. De plus, les morts subites dues à un arrêt 
cardiaque ne sont pas rares, même pour les patients d’âge plus jeunes. Quant à la DM2, les 
symptômes deviennent évidents chez les patients vers l’âge adulte (40-60 ans). L’atrophie des 
muscles est généralement moins sévère et n’est presque jamais observée au niveau de l’avant-
bras (7).  
2. Génétique moléculaire  
 
La DM1 est causée par une mutation dans le gène DMPK (Dystrophia myotonica-
protein kinase) (Fig. 1A), au niveau du chromosome 19q. Une expansion aberrante des 
trinucléotides CTG est retrouvée dans la région 3’UTR (région non-traduite 3’) de l’exon 15. 
Alors qu’une personne non affectée va présenter entre 5 à 38 répétitions CTG, une personne 
atteinte peut avoir entre 80 à 4000 répétitions, avec des symptômes qui ont été observés à des 
répétitions aussi faibles que cinquante. Il arrive tout de même que les patients soient 
asymptomatiques entre 50 à 100 répétitions. D’autre part, le nombre de répétitions peut aussi 
s’étendre avec le temps, soit à des fréquences de 50 à 80 CTG par an (8). En dessous de 400 
CTG, il y a une corrélation entre la longueur des répétitions et l’âge à laquelle la maladie se 
manifeste. Néanmoins, malgré que plusieurs études observent une telle corrélation entre la 
longueur et la sévérité de la maladie, ceci n’est pas nécessairement toujours observée à des 




Quant à la DM2, elle est causée par une expansion des trinucléotides CCTG au niveau 
de l’intron 1 du gène ZNF9 (Zinc Finger Protein 9), qui est situé dans le chromosome 3q. 
ZNF9 est aussi appelé CNBP (CCHC-Type Zinc Finger, Nucleic Acid Binding Protein). 
L’intron 1 de ce gène contient un motif complexe de répétitions (TG)n(TCTG)n(CCTG)n (10). 
Chaque section de répétitions peut varier en nombre, soit de 14 à 25 (TG), 4 à 11 (TCTG) et 
11 à 26 (CCTG) en temps normaux. Dans les cas d’allèles pathogéniques, c’est les répétitions 
CCTG qui seront amplifiées de 75 jusqu’à 11 000 fois (10, 11).  
3. La protéine «Dystrophia myotonia protein kinase» (DMPK) 
 
Le facteur DMPK est une kinase sérine/théonine homologue aux kinases MRCK (cell 
division control protein 42 (Cdc42)-binding kinase) et Rho-kinase. Ce dernier agit au niveau 
de la formation des fibres de stress et d’adhésion focale suite à la phosphorylation des chaînes 
de myosine (3). Tant chez la souris et l’humain, l’épissage alternatif du transcrit DMPK peut 
donner lieu à six isoformes qui partagent tous un domaine kinase au N-terminal. De plus, 
l’épissage alternatif du C-terminal déterminera l’activité d’autophosphorylation du facteur et 
sa localisation au réticulum endoplasmique, au cytosol ou à la membrane externe de la 
mitochondrie. Chez l’être humain, l’isoforme la plus abondante est de 80 kDa et est exprimée 
dans les muscles squelettiques, cardiaques et lisses. Certaines isoformes sont aussi retrouvées 
dans les jonctions neuromusculaires (3, 12). D’autre part, des expériences d’hybridation in situ 
(ISH) chez la souris ont montré que le transcrit de DMPK n’est pas détecté dans les ovaires, le 
pancréas et les reins, mais qu’il soit exprimé dans les muscles squelettiques, le cœur, les 
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muscles lisses, les os, les gonades, l’hypophyse, le cerveau, les yeux, la peau, le thymus, les 
poumons, les intestins, les cartilages et le foie (3, 12).  
4. Pathogénèse 
 
C’est en 1992 que la mutation au niveau du gène DMPK a été identifiée dans le 
contexte de dystrophie myotonique de type 1 (2). À cet effet, plusieurs hypothèses/modèles 
ont été émis afin d’expliquer le développement de la maladie.  
 
Dans un premier temps, le modèle d’insuffisance de la DMPK (DMPK 
haploinsufficiency model) suggère que l’expansion aberrante de la même séquence 
nucléotidique affecterait l’expression de la DMPK soit au niveau de l’ARNm ou de la 
protéine. Par exemple, la transcription pourrait être inhibée ou le transcrit serait maintenu dans 
le noyau. Ce modèle est entre autres appuyés par des études démontrant que l’expression de 
l’ARNm et de la protéine DMPK soient réduites dans des patients adultes DM1, tant au niveau 
du cœur qu’au niveau du muscle squelettique (2, 3). Toutefois, l’ablation du gène DMPK chez 
des souris homozygotes démontre que le phénotype observé s’apparente plutôt à une forme 
peu sévère de la dystrophie myotonique et surtout, ce modèle murin ne présente pas de 
myotonie, une caractéristique pourtant majeure de la maladie (3, 8, 12, 13).  Jusqu’à ce jour, 
aucune mutation perte-de-fonction n’a encore été identifiée dans le gène DMPK dans les 
patients de DM1 (2). 
 
Dans un deuxième temps, si l’haploinsuffisance de DMPK ne peut entièrement 
expliquer les symptômes multi-systémiques de la DM1, il a alors été énoncé que l’expansion 
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trinucléotidique de ce gène pourrait altérer les gènes avoisinants. Notamment, le promoteur du 
gène SIX5 est situé en aval du gène DMPK, et il a été observé que l’expression de SIX5 est 
diminuée chez les patients DM1. Néanmoins, l’ablation génique de ce gène dans la souris ne 
mène qu’à un seul des symptômes caractéristiques de la DM1, soit le développement de la 
cataracte (14, 15).  
 
Enfin, c’est en 1998 que l’amplification tétranucléotidique responsable de la DM2 a été 
identifiée (16). À cet effet, le troisième modèle proposé permettrait d’expliquer comment la 
mutation à deux locus différents mènerait au développement d’une forme de DM. Ce modèle 
émet l’hypothèse que c’est le gain-de-fonction toxique de l’ARN renfermant des expansions 
en CUG ou CCUG qui causerait la dystrophie myotonique. Des expériences d’hybridation in 
situ fluorescente ARN (RNA-FISH) dans des cellules musculaires et neuronales de patients 
DM1 et DM2 montrent que le transcrit de DMPK est localisé dans le noyau sous forme 
d’agrégats, appelés foci nucléaires (Fig. 1B) (6, 17). Ceci suggèrerait que les répétitions CTG 
soient transcrites en CUG et qu’ils s’accumuleraient dans le noyau.  
 
Outre le fait que la déplétion de DMPK, ou de ses gènes avoisinants, ne reproduisent 
point les traits majeurs de la DM1, plusieurs autres observations supporteraient le modèle de 
gain-de-fonction toxique de l’ARN. Entre autres, il a été démontré que l’expression de 200 
répétitions CUG dans la région 3’UTR de DMPK, dans des myoblastes de souris C2C12, 
serait suffisante pour inhiber la myogenèse (18). Dans cette même lignée, l’hybridation in situ 
(ISH) de dmpk montrent qu’il est aussi retenu dans le noyau. En outre, un support 
expérimental direct de cette hypothèse provient du modèle de souris transgénique HSALR, qui 
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exprime 250 répétitions CTG and la région 3’UTR du gène humain de l’α-actine squelettique 
(19). Ces souris développent de la myotonie et les coupes histologiques de leurs muscles sont 
similaires au phénotype DM1. De tels résultats suggèreraient que les répétitions 
trinucléotidiques soient suffisantes pour induire des phénotypes caractéristiques à la DM1 
dans la souris et cela, indépendamment du gène muté. Par ailleurs, d’autres modèles murins 
ont aussi présenté des résultats comparables au modèle HSALR. Notamment, des souris 
transgéniques exprimant >300 CTG dans le gène DMPK développaient des symptômes 
caractéristiques de la DM1 en comparaison avec les souris ayant des allèles sains (20 CTG) 
(20). Des observations similaires sont présentées dans deux autres modèles inductibles de 
souris exprimant 960 CUG dans la région 3’UTR de DMPK, et cette fois-ci spécifiquement 
dans le cœur ou les muscles (21, 22).  
 
Pareillement, l’expression d’un ARNm non-codant, avec 480 répétitions CUG, dans un 
modèle de Drosophile (iCUG)480, sous le contrôle du système GAL4-UAS, mène à une 
dégénération des tissues musculaires et oculaires, ainsi qu’à des traits histologiques 
équivalents à la DM1 (23). Des travaux semblables menés chez le poisson-zèbre, dans lequel 
un ARN DMPK contenant 91 CUG a été injecté dans des embryons, supportent les mêmes 
conclusions (24). 
 
Globalement, le consensus serait que le gain-de-fonction toxique de l’ARN serait 
l’instigateur majeur dans le développement de la maladie et que la baisse d’expression de 




5. Mécanismes de toxicité de l’ARN 
5.1. Mécanismes proposés 
Plusieurs mécanismes ont été présentés afin de mieux comprendre comment 
l’expansion des trinucléotides CUG pourrait mener aux phénotypes multi-systémiques de 
DM1. Ceci inclue I)  un dérèglement au niveau de l’épissage alternatif de certains ARNm (25-
28) II) une régulation transcriptionnelle altérée (29, 30) III) la production de peptides poly-Q 
provenant de l’initiation non-ATG de la traduction via un mécanisme associé aux répétitions 
(31) IV) l’inhibition de la traduction due à l’induction de voies métaboliques du stress 
cellulaire (32) V) dérégulation  de la voie des miARN (33) et enfin, VI)  une utilisation altérée 
des sites de polyadénylation de certains transcrits (34). Ces voies ne sont pas mutuellement 
exclusives et pourraient en fait tous contribuer à la pathogénèse de la maladie. À cet égard, 
tous ces mécanismes impliquent une altération de l’homéostasie de l’ARNm DMPK aux 
expansions CUG aberrantes et qui forme des complexes avec des protéines liant l’ARN (soit 
des ribonucléoprotéines ou RBP) et ces complexes forment des agrégats dynamiques appelés 
foci (35).  
 
Parallèlement, des expériences de FISH (hybridation in situ fluorescente) dans des 
cellules musculaires de patients DM1 et DM2 démontrent que les répétitions CUG 
pathogéniques du transcrit DMPK soient retrouvées sous forme d’agrégats nucléaires appelés 
foci, ce qui n’est pas observé dans les cellules d’individus non-atteints de DM (6). Des 
exemples de tels foci nucléaires dans un myoblaste de patient DM1 est présenté à la Figure 1. 
Ce type de foci est aussi observé dans une variété de modèles exprimant des expansions CUG 
(6, 19, 35-41). Ainsi, il semble actuellement clair que l’accumulation d’ARNm aux expansions 
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CUG sous forme d’agrégat soit un trait caractéristique de la DM1. Effectivement, dans le but 
d’expliquer l’effet toxique de l’ARN DMPK, il a été démontré que les répétitions CUG 
forment une structure secondaire de forme tige-boucle (« hairpin structure »), avec des 
mésappariements de nucléotides uraciles. Ceci causerait la séquestration de protéines qui 
lieraient normalement les CUG de d’autres ARNm (CUGBP, ou « CUG-Binding Protein ») 
les empêchant ainsi d’exercer leurs fonctions normales (Figure 1). À cet effet, deux facteurs 
clés qui ont été identifiés comme étant impliqués dans la maladie sont les protéines CUGBP1 
et MBNL.  
 
D’autre part, des travaux effectués depuis la dernière décennie ont mis une emphase 
plus particulière sur la présence des foci CUG cytoplasmique. En effet, plusieurs études ont 
rapporté la présence rare mais distincte de foci cytoplasmiques, tant dans des fibroblastes et 
myoblastes de patient DM1 (42) que dans des systèmes où des répétitions CUG exogènes sont 
exprimées (35, 42, 43). Malgré que DMPK soit retrouvé tant dans le cytosol et le noyau, il 
semble clair que les foci nucléaires soient majoritaires (7). Malgré que MBNL1 puisse 
colocaliser avec les foci cytoplasmiques, il a été énoncé que ces derniers ne soient pas 
suffisants pour entrainer les caractères toxiques normalement observés auprès des foci 
nucléaires (42). Il faut toutefois noter qu’il existe une certaine controverse dans la littérature à 
propos de ces foci cytoplasmiques due à la sensibilité des méthodes FISH utilisées. Somme 
toute, le consensus présent serait que des investigations supplémentaires soient requises afin 





Figure 1. Modèle de gain-de-fonction toxique de l’ARN. (A) Le gène DMPK avec le gène 
DMWD en amont, et le gène SIX5 en aval. Normalement entre 5-35 répétitions CTG dans la 
région 3’UTR, le gène DMPK peut contenir plusieurs milliers de répétitions dans le contexte 
de DM1. Après sa transcription, les répétitions pathologiques CUG vont former une structure 
secondaire de forme tige-boucle. (B) À gauche. En cas de DM1, les protéines liant 
normalement les CUG de d’autres ARNm, tel que le facteurs MBNL1, sont séquestrés auprès 
des répétitions aberrantes CUG. Les facteurs MBNL1, hautement caractérisés dans le contexte 
de DM1, ne peuvent exercer leurs fonctions normales d’épissage alternatif. À droite. Une 
expérience FISH-ARN dans un myoblaste DM1 démontre l’agrégation des répétitions CUG en 
foci nucléaire, ce qui n’est pas observé dans les myoblastes non-DM1.   
5.2. Les protéines liant les CUG 
Comme son nom l’indique, la protéine CUGBP1 («CUG Binding Protein 1») se lie aux 
répétitions CUG et régule l’épissage alternatif des transcrits de la troponine cardiaque T 
(cTNT) et du canal chlorique CIC-1 (44). Toutefois, CUGBP1 ne colocalise pas in vivo avec 
les foci nucléaires des ARNm DMPK ayant des expansions pathogéniques. Chez les patients 
DM1, l’expression de ce facteur augmente à travers un mécanisme encore peu connu (45, 46). 
Également, la surexpression de CUGBP1 dans les tissus cardiaques et musculaires de souris 
transgéniques mène aux traits pathogéniques caractéristiques à la DM1 (47). Il est donc 
proposé que cette hausse d’expression ait un lien direct avec la DM1 et qu’elle soit due aux 
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répétitions CUG, à travers une phosphorylation PKC-dépendante qui stabiliserait davantage 
CUGBP1 (2, 4, 46).   
 
Les facteurs «Muscleblind-like proteins» (MBNL) peuvent lier des longues répétitions 
CUG et ont initialement été identifiés chez la Drosophile. Son orthologue «muscleblind» (mbl) 
est essentiel chez la mouche pour la différenciation des muscles, le développement du système 
nerveux périphérique et des photorécepteurs adultes (48). Chez les mammifères, trois 
paralogues sont retrouvées : MBNL1, MBNL2 et MBNL3. MBNL1 serait le mieux caractérisé 
des trois étant donné son expression quasi-omniprésente, avec son taux le plus élevé dans les 
tissues musculaires. À cet égard, MBNL1 et MBNL2 sont retrouvés principalement dans la 
plupart des tissues tels que le cœur, le cerveau, les muscles squelettiques, le foie, les poumons, 
la rate et le thymus (49). Quant à MBNL3, ce dernier est majoritairement retrouvé dans le 
placenta (49, 50). 
 
Des travaux d’imageries (FISH-IF, ou hybridation fluorescente in situ couplée à de 
l’immunofluorescence) afin de marquer MBNL1 ont montré que ce facteur colocalise avec les 
foci nucléaires CUG de patients DM1 et DM2. Dans ce contexte, la quantité de MBNL1 libre 
diminue dans le nucléoplasme (6, 17). Par ailleurs, la réduction de l’orthologue mbl par 
mutation hétérozygote dans la lignée de Drosophile (iCUG)480 mène à l’aggravation des 
phénotypes de dégénération au niveau oculaire et musculaire. De plus, toujours dans la même 
lignée, ces phénotypes sont améliorés suite à la surexpression du transgène humain MBNL1, 
sous le contrôle du système GAL4/UAS (23). De surcroît, la déplétion de MBNL1 dans les 
souris transgéniques (MBNL ΔE3/ΔE3) récapitule des phénotypes pathogéniques et comparables 
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à la DM1 (myotonie et cataracte). Dans ce modèle murin, une mutation délétère est retrouvée 
au niveau de l’exon 3, essentielle pour la liaison de MBNL1 à l’ARN. Ceci aura pour 
conséquence la reproduction de l’environnement moléculaire observé en DM1, soit un milieu 
où il y aura déplétion des isoformes MBNL normalement capables de lier les motifs CUG au 
niveau du nucléoplasme (2, 37). Également, lorsque ce facteur est surexprimé dans les souris 
HSALR (qui expriment 300 CUG), ceci était suffisant pour empêcher le développement de la 
myotonie (2). Somme toute, il a été démontré autant chez la Drosophile que chez la souris que 
mbl/MBNL1 ait un rôle prépondérant dans la pathogénicité de la DM1. 
 
De même, la déplétion de MBNL2 via une insertion mutationnelle au niveau de 
l’intron 2 dans la souris mène au développement de la myotonie et de symptômes 
pathologiques musculaires et caractéristiques à la DM1 (51). Alors que la double déplétion de 
MBNL1-/- ; MBNL2-/- soit létale chez l’embryon murin, les souris MBNL1-/- ; MBNL2+/- 
(perte de fonction pour MBNL1 et mutant hétérozygote pour MBNL2) présentent une 
augmentation de l’expression de MBNL2 (52). Ces données suggèreraient l’implication de 
MBNL2 dans la pathogénèse, ainsi qu’une activité compensatoire entre MBNL1 et MBNL2. 
Ceci pourrait ainsi en partie expliquer pourquoi les souris MBNLΔE3/ΔE3 ne présentent pas tous 
les symptômes de la DM1, comme la perte musculaire (37).  
 
Dans un autre ordre d’idées, l’importance du ratio CUGBP1/MBNL1 a récemment été 
soulevée suite à l’observation que ces deux effecteurs peuvent lier la région 3’UTR de l’autre 
afin de promouvoir la dégradation de leur ARNm cible et respectif (53). Ceci pourrait 
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expliquer la hausse d’expression en CUGBP1 dans les cellules DM1, là où la séquestration de 
MBNL1 mènerait à la stabilisation de l’ARNm de CUGBP1. 
 
Par ailleurs, des expériences de co-immunoprécipitation suivi de spectrométrie de 
masse et validées par immunobuvardage de type « Western » ont permis l’identification des 
facteurs HNRNP H, H2, H3, F, K, A2/B1, L, DDX5, DDX17 et DHX9 comme étant des 
protéines qui interagissent avec MBNL1 (28, 38). Ces facteurs régulent le remodelage des 
complexes ribonucléoprotéiques et leur expression est aussi augmentées dans des myoblastes 
DM1 et des lignées cellulaires exprimant des expansions en CUG (28). De l’imagerie par 
FISH-IF ont ensuite démontré que MBNL soit majoritairement séquestré dans les foci CUG 
(près de 80%) alors que ses facteurs d’interaction nouvellement identifiés soient présents dans 
moins de 10% des foci (28).  
5.3. La dérégulation de l’épissage alternatif 
Une conséquence du gain-de-fonction toxique de l’expansion des répétitions CUG dans 
le transcrit de DMPK est la perturbation de l’épissage alternatif. D’ailleurs, plusieurs des pré-
ARNm affectés corrèlent directement avec les symptômes variés de la maladie et impliquent 
notamment les transcrits des canaux chloriques et spécifiques aux muscles (CLCN-1), du 
récepteur à l’insuline (IR), de la troponine cardiaque T (cTNT), du facteur tau, de la protéine 
reliée à la myotubularine 1 (MTMR1) et la troponine squelettique rapide T (TNNT3) (25-27, 
54-59). Malgré que ces transcrits soient produits normalement, la dérégulation de l’épissage 
alternatif produira des isoformes fœtales dès lors rendues inadéquates pour des tissues adultes. 
Un résumé de la dérégulation de différentes isoformes de transcrits est présenté dans le 
Tableau I. Par exemple, l’expression de l’isoforme cTNT détenant l’exon 5 est augmentée en 
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DM1 ; ceci pourrait contribuer aux troubles cardiaques de cette pathologie. Il est à noter que 
l’implication fonctionnelle de telles perturbations au niveau de l’épissage demeure incertaine 
pour certains de ces pré-ARNm.  
  
 Des évidences montrent que la réduction de la conductance dans les muscles des souris 
HSALR soit suffisante pour causer la myotonie (58). Or, la protéine transmembranaire CLCN-1 
est le canal chlorique principal dans les muscles squelettiques et la dérégulation de l’épissage 
de son pré-ARNm augmente l’inclusion de l’exon 7A qui détient un codon stop, résultant donc 
en une baisse d’expression de la protéine (2). D’autant plus, cette inclusion aberrante et la 
sévérité de la myotonie corrèlent étroitement avec le nombre de répétitions CUG dans les 
souris HSALR. Ceci suggèrerait un lien entre l’épissage aberrant de CLCN-1 et le 
développement de la myotonie. D’un autre côté, l’exclusion de l’exon 11 dans le transcrit du 
récepteur à l’insuline (IR) mène à une capacité de signalement réduite. À cet effet, non 
seulement l’augmentation de cette isoforme est retrouvée auprès des patients DM1, mais elle 
corrèle aussi avec la résistance à l’insuline (26).   
 
 
Tableau I. La perturbation de l’épissage alternatif de différents pré-ARNm en DM1 
corrèle avec les symptômes de la maladie. Ce tableau récapitulatif recueille pour différents 
transcrits dérégulés les exons/introns affectés et les implications symptomatiques possibles. 
 
Pré-ARNm Nom en anglais Exon/Intron dérégulé Implication dans la DM1 Références 
CLCN-1 Chloride channel Intron 2 et exon 7A 
Myotonie (hyperexcitabilité des 
muscles) (55, 58) 
IR ou INSR Insulin receptor Exon 11 Résistance à l’insuline (26) 
TNNT2 ou 
cTNT Cardiac troponin T Exon 5 
Pourrait affecter les fonctions 





Exon 2 et 10 Pourrait influencer les fonctions cognitives (17, 61) 
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MTMR1 Myotubularin-related protein 1 Exon 2.1 et 2.3 
Impact potentiel au niveau de la 
faiblesse musculaire (62) 
TNNT3 Fast skeletal troponin T Exon fœtal 
Conséquence fonctionnelle non 
connue (37) 
NMDAR1 N-methyl-D-aspartate receptor Exon 5 
Impact possible auprès du système 
nerveux central (17) 
APP Amyloid precursor protein Exon 7 
Expression de la forme fœtale dans 




Reticulum ATPase Exon 22 
En lien avec l’hyperexcitabilité du 
sarcolemme (63, 64) 
 
En outre, il semble clair que MBNL1 et CUGBP1 soient des régulateurs essentiels dans 
l’épissage alternatif des transcrits affectés en DM1 (25, 26, 47, 57-59). L’implication de 
MBNL1 est d’ailleurs soulevée dans une analyse d’expression des gènes par micropuce 
comparative («splicing-sensitive microarray») entre des souris HSALR et MBNLΔE3/ΔE3 
(respectivement un modèle murin DM1 exprimant des expansions CUG et un modèle de 
déplétion de MBNL1). Dans cette analyse, les perturbations en termes d’épissages alternatifs 
montrent 80-90% de similarités (sur les 200-250 événements d’épissage repérés) (27). Cette 
étude affirme aussi que l’épissage alternatif des ARNm IR et cTNT soient perturbés dans les 
souris MBNLΔE3/ΔE3. Aussi, la surexpression de MBNL réprime l’introduction de l’exon 7A 
durant l’épissage de CLCN-1 et l’inverse est observée après déplétion de MBNL1 (59).  
L’expression et l’épissage de ce même transcrit sont aussi affectés dans des souris MBNL2-/- 
(51). En surplus, l’analyse par CLIP-seq d’ARNm poly-A+ extraits de tissus variés de souris 
MBNLΔE3/ΔE3 a mené à l’identification de 199 exons cassettes qui sont épissés alternativement 
dans les muscles (un nombre quatre fois supérieur aux prédictions par micropuce comparative) 
(50). Ces mêmes travaux ont aussi permis de déterminer 912 événements d’épissage alternatif 




Cela dit, plusieurs évidences montrent l’implication des facteurs MBNL dans 
l’épissage alternatif de transcrits qui seraient reliés aux symptômes caractéristiques de la DM, 
et cela est aussi vrai pour les facteurs CUGBP1 et, caractérisés plus récemment, hnRNP H, 
H2, H3, F et DDX5.  
6. Un système dynamique 
 
La déplétion de MBNL1 ou la surexpression de CUGBP1 chez la souris mène au 
développement de traits pathogéniques caractéristiques à la DM1 (37, 47), et ceci 
indépendamment de la présence d’expansions en CUG. De telles observations soulèvent ainsi 
l’importance a priori des foci. Certainement, la corrélation entre la formation des foci CUG et 
les dérégulations d’épissage typiques à la DM1 est clairement établie et considérablement 
documentée à travers la littérature. Plutôt, une nuance importante à évoquer serait que la 
formation de foci est une conséquence de la répétition aberrante en CUG, et que la présence de 
ces foci serait une façon d’affecter l’activité des facteurs impliqués, tel que MBNL1 (35).  
6.1. MBNL1 – Un facteur clef 
 Effectivement, les facteurs MBNL peuvent interagir directement avec les répétitions 
CUG (49, 65, 66). La structure des trois facteurs MBNL partage une bonne similarité et 
renferme notamment deux paires de doigts de zinc (ZnF) hautement conservées et importantes 
pour la reconnaissance de l’ARN (49, 50). Le gène qui encode MBNL1 chez l’humain 
comporte 12 exons, dont dix qui soient codantes et six qui puissent être épissés 
alternativement, incluant les exons 3, 5 et 7 (49). L’exon 3 sépare les deux pairs de motifs ZnF 
et sa délétion réduit hautement l’affinité de MBNL1 avec l’ARN, possiblement dû à une perte 
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de flexibilité dans la structure (67). Les isoformes renfermant les exons 5 et 7 sont surtout 
exprimés dans les stades précoces de différenciation et dans les tissues DM adultes. La 
présence de ces deux exons va encourager la séquestration de MBNL1 dans le noyau des 
cellules DM1 (68, 69). Ainsi, en raison de l’épissage alternatif de MBNL1, seule une fraction 
des neufs isoformes caractérisées vont lier les répétitions CUG et certaines peuvent être 
différemment exprimées selon l’état ou le stade de la cellule. Ces isoformes vont aussi avoir 
une préférence pour la séquence 5’-YGCY-3’ (Y est une pyrimidine), avec laquelle la liaison 
est d’une haute affinité (27, 35, 49, 53). Par ailleurs, des expériences de cristallographie 
montre que les cycles aromatiques et les arginines des motifs ZnF vont former des ponts 
hydrogènes avec le dinucléotide GC (32, 35, 49).  
 
D’autre part, des expériences d’imagerie en temps réel, via un système MS2-GFP dans 
des myoblastes de souris C2C12 vivantes, ont révélé qu’un ARNm détenant 145 CUG (un 
nombre suffisant pour former des foci) avait une vitesse de diffusion nettement moins élevée 
qu’un ARNm contenant 5 CUG (39). Remarquablement, des expériences de FRAP 
(redistribution de fluorescence après photoblanchiment) sur ce même système MS2-GFP lié à 
l’ARNm ont souligné que les foci CUG soient capables de s’agréger et se désagréger dans le 
temps (dans un délai de quelques minutes), et que MBNL1 serait un facteur clé dans cette 
agrégation. De plus, les répétions en CUG pouvaient soit résider sous forme d’agrégations de 
plusieurs foci ARNm-protéines (200-1250 nm de grosseur), ou sous forme de focus simple 
d’ARNm-protéines (<200 nm), et ces deux formes pourraient entreprendre un état statique ou 
de diffusion. Ces expériences démontrent un modèle stochastique dans lequel l’interaction 
entre les répétitions CUG et MBNL1 est hautement dynamique (35, 39).  
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6.2. Un système à deux états 
 À cet égard, il a été proposé que les ARN contenant des expansions en CUG effectuent 
des transitions dynamiques entre deux états ; diffuse (soluble) ou sous forme de focus 
(insoluble), tel que présentés à la Figure 2 (35, 46). Lorsque sous forme de foci, les expansions 
CUG séquestreraient majoritairement MBNL1, et ceci expliquerait l’exclusion d’autres 
facteurs liant les CUG tel que CUGBP1 ainsi que l’absence apparente de colocalisation avec 
les foci. Ceci impliquerait leur interaction accrue avec la forme diffuse plutôt que la forme 
agrégée en focus (35, 46, 70). De plus, par analyse RNA Bind-n-Seq (RBNS), une méthode 
qui incorpore la liaison de MBNL1 à une population d’ARN aléatoires in vitro suivi d’un 
séquençage à haut niveau, il a été suggéré que ce facteur va préférentiellement lier les bases 
d’uraciles non-pairées et qu’il puisse tolérer les motifs GC appariés. MBNL1 pourrait ainsi lier 
les ARN appariés ou non, contrairement à CUGBP1 qui va préférer interagir avec des ARN 
simple brin (35, 67, 71).  
6.3. Les facteurs modulatoires 
En plus de MBNL1, et potentiellement CUGBP1 (39, 57, 70), les facteurs DEAD-box 
DDX5 (p68), DDX17 (p72) et DDX6 seraient aussi des modulateurs de la dynamique des foci 
d’ARN (35, 38). La famille d’hélicase ARN DEAD-box est notamment caractérisée par neuf 
motifs distincts et conservés, incluant le motif de signature DEAD-box. En plus d’être 
impliquées dans divers processus métaboliques de l’ARN tels que la transcription, l’export 
nucléaire et la dégradation, elles peuvent aussi dérouler des ARN double-brins par voie ATP-
dépendante (38, 72). D’autre part, suite à la capture de protéines, en complexe avec des 
répétitions CUG, par chromatographie d’affinité, des analyses par spectrométrie de masse ont 
notamment identifié les facteurs DDX5 et DDX17 (38). Également, la réticulation (« cross-
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linking ») de MBNL1 à des ARN radioactifs (marqués au 32P) dans des concentrations 
croissantes de DDX5 démontre que ce dernier encourage l’interaction de MBNL1 avec des 
transcrits contenant des répétitions CUG, CAG ou CCUG (38). Ceci était aussi dépendant 
d’un domaine hélicase intact, suggérant ainsi que DDX5 serait un modulateur de l’affinité de 
liaison de MBNL1. Il est donc proposé que cette hélicase puisse dérouler localement les 
appariements GC, encourageant ainsi les interactions MBNL1-CUG (voir Figure 2) (32, 38). 
D’ailleurs, ce facteur serait aussi impliqué dans l’épissage alternatif de TNNT2, mais non pour 
INSR ou SERCA1 (38). Ceci pourrait indiquer que, in vivo, DDX5 aurait une activité 
modulatoire modéré et que d’autres facteurs seraient aptes à rentrer en compétition avec cette 
protéine.  
 
En effet, l’influence de l’hélicase DDX6 est soulevée à travers une étude où sa 
déplétion dans des fibroblastes DM1 a mené à l’augmentation du nombre et de l’intensité des 
foci CUG, le tout sans qu’il n’y ait eu de changement dans le niveau d’expression de MBNL1 
ou de l’ARNm DMPK (73). Réciproquement, des expériences de FISH-ARN ont montré que 
sa surexpression engendre une baisse dans le nombre de foci et une augmentation de signaux 
cytoplasmiques. D’autant plus, des expériences d’immunoprécipitation de DDX6 suivi 
d’analyses qRT-PCR ont montré un enrichissement en ARNm de DMPK muté, par rapport au 
transcrit de type-sauvage, ce qui suggèrerait l’interaction du facteur avec les répétitions CUG 
(73). De ce fait, il a été énoncé que l’hélicase DEAD-box DDX6 pourrait contrebalancer 
l’activité de DDX5 (Figure 2). Il a justement été démontré in vitro que ce facteur, lorsque 
purifié à partir de cellules HEK293, puisse dérouler les structures à répétitions CUG de 
manière ATP-dépendante. Ainsi, étant donné que la surexpression de DDX6 mène à une 
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localisation plus diffuse de MBNL1 dans des cellules DM1, il serait proposé que cette protéine 
puisse dérouler localement les structures secondaires CUG afin de déloger MBNL1 (35, 73). 
L’occurrence accrue de foci cytoplasmiques par DDX6 pourrait aussi indiquer un rôle au 
niveau de la transition des expansions CUG sous forme de foci à un état plus diffus.  
 
 
Figure 2. La transition des expansions CUG entre un état sous forme de foci et un état 
diffus. Les facteurs DDX5 et DDX6 exercent des effects inverses sur les foci CUG, 
potentiellement en encourageant (DDX5) ou en restraignant (DDX6) la liaison de MBNL1, 
permettant ainsi un échange dynamique entre les états focaux/insolubles et diffus/solubles. 
Figure tirée de Pettersson et al. (35), permission des auteurs obtenu en juillet 2016 
conforméments aux termes et conditions de «Oxford University Press Journal».  
 
 Parallèlement, Staufen1 (Stau1) a récemment été caractérisé dans le contexte de DM1, 
où son niveau d’expression est augmenté tant dans les muscles squelettiques de souris 
(HSALR) que de patients DM1 (biopsie d’adultes) (74). La surexpression de cet RBP, dans des 
myoblastes murins C2C12, augmente d’ailleurs l’export nucléaire et la traduction d’un 
transcrit rapporteur GFP contenant 200 répétitions CUG. Des expériences de co-
immunoprécipitation dans les C2C12 ont aussi démontré que Stau1 peut aussi lier le pré-
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ARNm IR et jouer un rôle dans son épissage alternatif. Malgré que Stau1 interagisse avec la 
région 3’-UTR du transcrit de DMPK, tel que démontré par immunoprécipitation, elle ne 
colocalise pas avec les foci CUG dans des expériences de FISH-ARN (semblable à CUGBP1) 
(74). D’autre part, il a précédemment été établi que la dégradation de l’ARNm via la liaison de 
Stau1 (« Staufen-mediated mRNA decay », ou SMD) à la région 3’-UTR soit reliée à des 
processus développementales comme la myogénèse (75). La voie SMD nécessite justement 
l’activité de l’hélicase ARN UPF1 (75). À ce propos, un criblage RNAi auprès d’un modèle 
DM1 chez C. elegans, dans les fins d’identifier des modulateurs de foci CUG, a démontré que 
la déplétion de l’orthologue d’UPF1 (smg-2) augmentait le niveau du transcrit modèle à 
expansions CUG utilisé dans cette étude. (76). De plus, la quantité de foci CUG nucléaires et 
cytoplasmiques était aussi plus élevée dans les muscles du nématode et le taux de foci 
nucléaires avait aussi augmenté suite à la déplétion de UPF1 dans des myoblastes de patients 
DM1 (76). Néanmoins, il demeure encore incertain si cette déplétion de UPF1/smg-2 soit 
directement en lien avec la stabilisation de l’ARNm cytoplasmique, ou bien que d’autres 
facteurs de la voie SMD seraient aussi en cause. 
 
 Somme toute, l’assemblage et le désassemblage des foci CUG semblent 
particulièrement dynamiques et englobent non seulement l’implication de MBNL1, et 
potentiellement CUGBP1, mais aussi des hélicases ARN DDX5/DDX17 et DDX6 (Figure 3) 
(28, 35, 38, 73). Des évidences récentes ont additionnellement présenté l’influence éventuelle 
des facteurs Staufen1/UPF1 (74, 76). Ceci soulève ainsi un modèle où les transcrits à 
expansions CUG seraient en transition entre deux états, soit diffuse (soluble) ou sous forme de 
foci (insoluble), pouvant alors influencer la solubilité, l’export nucléaire, l’efficacité de 
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traduction et la dégradation de l’ARNm (35, 77). Un schéma récapitulatif de ce système 
dynamique est présenté à la Figure 3. D’autre part, il serait possible que d’autres facteurs 
soient en règle dans la modulation de l’homéostasie des transcrits détenant des expansions 
aberrantes en CUG.  
 
 
Figure 3. Mécanismes proposés pour les expansions CUG dans la DM1. Les répétitions 
pathogéniques CUG dans la région 3’UTR de l’ARNm DMPK se replie pour former une 
structure secondaire de forme tige-boucle, facilitant ainsi la liaison/séquestration de facteurs 
(imagés ici sous formes sphéroide). Des exemples de facteurs et processus affectés (entre 
parenthèses) sont présentés. TF = Facteurs de transcription. Les facteurs MBNL1 sont 
majoritairement séquestrés dans les structures CUG, et ceci est encouragé par l’interaction 
avec les facteurs DD5/DDX17. DDX6 peut interagir brièvement, dérouler localement la 
strucutre ARN et potentiellement libérer MBNL1. Ceci stimulerait l’export nucléaire et la 
traduction, qui est aussi stimulée par Staufen1 (Stau1). Figure tirée de Pettersson et al., (35); 
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permission des auteurs obtenu en juillet 2016 conforméments aux termes et conditions de 
«Oxford University Press Journal».  
7. Les perspectives thérapeutiques 
 
 L’interaction entre les répétitions pathogéniques CUG avec des facteurs DM1 clés tel 
que MBNL1 est hautement dynamique et ouvrirait dès lors une facette thérapeutique 
intéressante dans le contexte où ce système d’interaction puisse être ciblé. Dans ce même 
ordre d’idées, l’utilisation de siARN, de ribozymes ainsi qu’une variété d’oligonucléotides 
antisenses CAG (ASOs) ont été proposés dans le but de neutraliser la toxicité de l’ARN muté 
(78-81). La stratégie par ASOs semble être la plus amplement explorée. Ces oligonucléotides 
vont cibler les expansions CUG par complémentarité de séquence, et ils fonctionnent soit par 
blocage stérique afin d’entrer en compétition avec des protéines comme MBNL1, soit en 
ciblant la dégradation des expansions CUG via clivage par l’enzyme RNAse H (79, 82). Afin 
de limiter le ciblage par les nucléases de la cellule et d’améliorer la stabilité et l’affinité de 
liaison, des modifications y ont été apportées; ajout de phosphorothioates (PS), d’acides 
nucléiques «locked» (LNA), de 2′-O-méthoxyéthyles (MOE), de 2′-O-méthyles (OMe), des 
peptides acides nucléiques (PNA) et des phosphorodiamidate morpholinos (PMO) (41, 79, 80, 
82). D’autre part, l’atténuation de phénotypes DM1 (défauts d’évènements d’épissages 
alternatifs, la myotonie, le nombre de foci CUG nucléaires et la séquestration de MBNL1) 
(83), indiquerait une voie intéressante pour l’utilisation des ASOs. Néanmoins, les défis 
présents à surmonter avant d’entamer un traitement thérapeutique à large échelle seraient le 
ciblage spécifique du transcrit muté par rapport au transcrit de type sauvage, le transport 
efficace du produit vers différents tissues (étant donné la nature multi-systémique de la DM1) 
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et l’interaction avec d’autres protéines (79, 84). De plus, les effets toxiques à long terme 
doivent encore être investigués avant qu’une utilisation clinique puisse avoir lieu.   
8. La localisation de l’ARN 
 
8.1. Biologie moléculaire du trafic d’ARNm 
 Suite à leur production, les protéines peuvent être relocalisées via une machinerie de 
transport afin de permettre une organisation subcellulaire. Ce type d’organisation peut aussi 
s’accomplir en assurant le transport d’un ARNm donné vers un site spécifique afin qu’il soit 
traduit localement, et un tel mécanisme offrirait certains avantages. Notamment, ceci permet 
l’expression rapide d’un gène dans une région précise et en réponse à un stimulus externe (85). 
De plus, le co-transport d’ARNm partageant des fonctions similaires pourrait être 
énergétiquement favorable et faciliter les interactions protéine-protéine (86). Finalement, la 
traduction localisée empêcherait la diffusion protéique dans des régions où leurs activités 
pourraient être nuisibles ou toxiques pour la cellule (85, 87).  
 
Par ailleurs, il a été démontré que la localisation de transcrits soit impliquée dans 
plusieurs processus biologiques tels que l’établissement de l’axe embryonnaire (la Drosophile 
ou le Xenopus), la division cellulaire asymétrique (la levure ou la Drosophile), la plasticité 
neuronale (les mammifères), la migration cellulaire et la formation de gradient morphogénique 
(85, 87). En outre, des expériences de fractionnement cellulaire ainsi que des analyses de 
profilage par micropuce («microarray profiling») ont permis d’identifier des groupes d’ARNm 
qui sont spécifiquement localisés dans certains organelles ou compartiments, soit dans la 
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mitochondrie (88), le fuseau mitotique (89), les pseudopodes (90), le réticulum endoplasmique 
(91) ou les dendrites (92).  
 
Le mécanisme de localisation de l’ARNm se fait par la reconnaissance d’éléments en 
cis du transcrit, fréquemment retrouvé dans la région 3’-UTR (région non-traduite), par un 
élément en trans, soit des ribonucléoprotéines (RBP ou « RNA-Binding Protein »). Certains 
éléments en cis sont aussi retrouvés dans la région 5’-UTR ou la région codante. Ces éléments 
de reconnaissance seront reconnus par des RBP qui pourront s’y lier, former un complexe 
ribonucléoprotéique et ensuite assurer le trafic intracellulaire de l’ARNm. Ces RBP peuvent 
aussi réguler la stabilité et la traduction du transcrit, qui sont d’ailleurs inhibées durant son 
transport (85, 87).  
 
D’autre part, des expériences d’hybridation in situ fluorescente (FISH) ont été 
effectuées afin de visualiser systématiquement et à grande échelle des transcrits dans des 
embryons de Drosophiles. À partir des 3370 gènes analysés, près de 71% des ARNm exprimés 
montraient un patron de localisation (par ex : localisation au niveau de la membrane, de 
l’appareil mitotique, apico-basal, etc.) dans le stade embryonnaire (93), soit un pourcentage 
distinctivement plus élevé que les prédictions antérieures pour la mouche à fruit (94, 95).  De 
plus, des analyses RIP-Chip de ces RBP démontrent que ces facteurs se lient à des familles de 
transcrits partageant des fonctions semblables (85).  
8.2 Localisation d’ARNm et pathologies 
 Étant impliquée dans divers processus biologiques, il semble peu surprenant que la 
traduction localisée de transcrits soit reliée à la pathogénèse de certains désordres musculaires 
25 
 
et neurologiques, sans oublier l’étiologie du cancer (85, 87, 93). Entre autres, la sclérose 
latérale amyotropique (ALS) implique la mutation d’un RBP, soit TDP-43 («Tar DNA 
Binding Protein-43»), résultant alors à un dérèglement au niveau du transport de granules 
d’ARNm au niveau des axones (96). D’ailleurs, les facteurs Fus et Taf-15, des RBP qui 
régulent le métabolisme de l’ARN à plusieurs niveaux, sont tous les deux aussi mutés dans un 
contexte d’ALS (97). D’autant plus, l’atrophie musculaire spinale (SMA) est associée à la 
mutation du gène SMN1 qui encode pour la protéine SMN («Survival of Motor Neurons»). Ce 
facteur est exprimé dans les projections d’axones et sa perte de fonction mène à une 
perturbation du trafic et de la traduction localisée de transcrits axonales (85). Également, le 
syndrome de l’X fragile comprend une expansion de la répétition trinucléotidique CGG dans 
la région 5’UTR du gène encodant le facteur FMRP, soit un régulateur de la plasticité 
synaptique via la modulation du transport d’ARNm (85).  
8.3. Les facteurs MBNL et la localisation des ARNm 
 Certaines évidences soulèvent le lien entre les facteurs MBNL et la localisation 
d’ARNm. D’une part, en variant l’expression de MBNL2 dans des cellules humaines (soit de 
carcinomes pulmonaires H520 et A549, soit d’adénocarcinomes du colon HT29), des 
expériences d’imagerie par immunofluorescence ont démontré l’implication de ce facteur dans 
la localisation du transcrit pour la protéine intégrine-α3 (98).  Cette même étude a aussi 
démontré que MBNL2 interagit avec la région 3’-UTR de l’intégrine-α3 et que ce site 
d’interaction joue un rôle dans la localisation de l’ARNm (98). 
 
 En outre, des expériences de CLIP-Seq et de HITS-CLIP ont montré que MBNL1 lie 
préférentiellement la région 3’-UTR de ses transcrits cibles et que ces derniers soient enrichis 
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à des structures spécifiques (membrane, cytoplasmes, etc.) (50, 53). De plus, la déplétion de 
MBNL dans des myoblastes de souris C2C12 ainsi que dans des cellules de Drosophile S2R+, 
suivi de fractionnement cellulaire et séquençage-ARN polyA+, a révélé une localisation 
altérée pour une variété des ARNm cibles de MBNL. À cet effet, plusieurs de ces transcrits 
seraient reliées à différentes pathologies musculaire, neurologique ou cardiovasculaire (50). 
Notamment, ces transcrits comprennent Dag1, LamC, Capza2 et Vcl (appellations chez la 
souris).  
 
Dans la dystrophie musculaire de Duchenne, l’expression du gène Dag-1 diminue, ce 
qui mène à une nécrose des fibres musculaires via la fragilisation des liaisons entre le 
sarcolemme et la matrice extracellulaire. Ceci est dû au fait que DAG-1 encode pour la 
dystroglycane, une protéine de la membrane périphérique qui se lie à la matrice extracellulaire 
(99). Également, LamC encode pour une protéine de l’enveloppe nucléaire, la lamine C, qui 
est impliquée dans une forme de dystrophie dont les symptômes s’apparentent à celle de 
Duchenne (dystrophie musculaire des ceintures, ou « Limb-girdle muscular dystrophy ») 
(100). CapZ, quant à elle, est une protéine qui régule la croissance de filaments d’actine et qui 
pourrait être impliquée dans l’agrégation anormale de l’actine dans les neurones néocorticaux 
et thalamiques de patients atteints de dystonie juvénile (101). Finalement, des défauts au 
niveau de la vinculine (Vcl), une protéine du cytosquelette qui s’associe aux jonctions 
cellulaires, seraient en lien avec la cardiomyopathie dilatée de type 1W. Ce désordre implique 
la dilatation et la perturbation des contractions cardiaques (102). 
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Problématique et hypothèses 
 
 Il n’y a présentement pas de remède pour la dystrophie myotonique de type 1, qui 
affecte un individu sur 600 dans certaines régions du Québec (2). Causée par une expansion 
aberrante de CTG dans la région 3’UTR du gène DMPK, l’ARNm de ce dernier forme ensuite 
des agrégats, ou foci, majoritairement nucléaires. Les expansions CUG forment une structure 
tige-boucle dans laquelle des facteurs RBP, liant normalement les CUG de d’autres transcrits, 
seront séquestrés (Figure 1). Il s’ensuit que leurs fonctions normales en soient altérées. 
D’ailleurs, les RBPs concernés et les répétions CUG formeraient un système hautement 
dynamique.   
 
 Dans un premier temps, un RBP clef dans la pathogénèse de la DM1 est la famille de 
protéines MBNL, un régulateur de l’épissage alternatif de plusieurs ARNm dont la 
dérégulation corrèle directement avec les phénotypes pathogéniques de ce désordre. La 
déplétion de MBNL1 conduit à l’augmentation de l’expression de facteurs MBNL2 aptes à lier 
les exons d’épissage régulés par MBNL1, suggérant ainsi un mécanisme compensatoire (52). 
D’autre part, des expériences de co-immunoprécipitation avec MBNL1 ont permis 
l’identification récente de facteurs d’interaction tels que HNRNP H, F, K, L, DDX5, DDX17 
et DHX9. Malgré que cette même étude démontre que ces protéines colocalisent avec moins 
de 10% des foci CUG, la déplétion de facteurs tels que DDX5/DDX17 et DDX6 semblent 
montrer leurs rôles dans l’assemblage et le désassemblage de foci CUG. Dans ce système 
dynamique, il demeure incertain si d’autres effecteurs, directs ou secondaires, seraient aussi 




 Dans un deuxième temps, les protéines qui lient la région 3’-UTR sont associées à des 
fonctions moléculaires spécifiques tels que la stabilité, la traduction et la localisation de 
l’ARN (50, 103). Or, il a été démontré que MBNL1 liait préférentiellement la région 3’-UTR 
de ses transcrits cibles (50, 53). D’autant plus, des expériences antérieures ont démontré qu’il 
soit impliqué dans la localisation d’ARNm et leur traduction dans le cytoplasme, tel que 
démontré notamment dans des analyses de CLIP-Seq et de fractionnements cellulaires suivi de 
séquençage-ARN (39, 50). Également, plusieurs ARNm cibles du facteur MBNL sont 
connectés à une variété de pathologies (99-102).  Néanmoins, il reste encore à éclaircir si les 
expansions pathogéniques de CUG mèneraient aussi à des effets similaires au niveau de la 
localisation de l’ARNm et à déterminer l’étendue de l’implication du trafic d’ARNm dans 
l’apparition de la maladie.  
 
 En raison de ce qui précède, ces données interpellent les hypothèses suivantes : 1) 
d’autres RBP que ceux anciennement identifiés seraient impliqués dans la DM1 et 2) MBNL 
et les expansions pathogéniques CUG soiet impliquées dans la localisation spécifique 
d’ARNm, et que la dérégulation de celle-ci puisse être un aspect déterminant dans la 





Dans le but de saisir d’avantage l’implication des répétitions CUG et de MBNL dans le 
contexte pathologique de la DM1, les objectifs principaux sont de : 1) Identifier des protéines 
liant les ARN (RBP) qui sont séquestrées dans les foci nucléaires causés par les expansions 
CUG et 2) Définir le rôle des répétitions CUG et de MBNL dans la localisation d’ARNm.  
 
Ceci mène donc aux sous-objectifs suivants : 1) Effectuer un criblage de 322 RBP 
basé sur un procédé de FISH-IF (Hybridation in situ fluorescente couplée à 
l’immunofluorescence) dans des myoblastes de patients DM1 afin d’identifier des facteurs qui 
colocalisent avec les foci CUG qui sont caractéristiques de la maladie. 2) Fractionner des 
myoblastes de patients DM1 avant d’effectuer un séquençage-ARN des compartiments 
nucléaires, cytosoliques et insolubles-membranaires. Ceci permettra d’identifier des transcrits 






Matériel et méthodes 
 
Culture cellulaire des myoblastes 
La culture des myoblastes DM15, ST1200 et HFN sous conditions stériles est faite 
dans du milieu HAM F-10 («ThermoFisher») enrichi de bicarbonate de sodium 1.2 g/L, 
pénicilline-streptomycine 1%, extrait embryonique de poussin 0.5%, Glutamax (L-alanyl-L-
glutamine dipeptide dans du NaCl 0.85%) 1%, dexaméthasone 390 ng/mL, et sérum 
d’albumine bovin, ou FBS, 15%). Les cellules sont incubées à 37°C et à 5% de CO2. Les 
passages sont effectués après trois lavage au PBS 1X, puis avec de la trypsine 0.125%-EDTA 
-500 μM. Les myoblastes sont une gracieuseté du laboratoire de Dr Pascal Chartrand – Dr 
Jack Puymirat. Les cellules HeLa sont cultivées dans du milieu DMEM (compagnie « Wisent» 
) enrichi de pénicilline-streptomycine 1% et FBS 10%.  
 
Immunofluorescence 
Les anticorps de souris contre MBNL (Code de produit : MB1a(4A8), MB2a(3B4) et 
MB3a(5A11)) proviennent de la compagnie «DSHB – Developmental Studies Hybridoma 
Bank» (http://dshb.biology.uiowa.edu/). Pour le criblage de RBP, un anticorps de lapin contre 
MBNL1 était aussi disponible dans la banque d’anticorps (détails supplémentaires ci-dessous). 
La culture des myoblastes est effectuée dans des plaques à 96 puits sur fond de plastique et 
sont laissées pendant une nuit à 37°C et à 5% de CO2 pour permettre l’adhésion des cellules. 
Pour visualiser les MBNL liés aux foci CUG, les myoblastes sont fixés dans du Méthanol-
Acétone (1 :1) à -20°C pour 15 minutes. La perméabilisation est faite avec du Triton-X 0.5% 
pendant 5 minutes à température pièce (TP), et le bocage des cellules est effectuée dans une 
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solution PBTB (PBS 1X avec Triton-X 0.1% et BSA 2%) pendant 15 minutes. Un minimum 
de 3 lavages de 5 minutes au PBTB est effectués entre les incubations d’anticorps. Les 
anticorps primaires sont dilués à 6.75 ug/mL et incubés pendant une nuit à 4°C. L’anticorps 
secondaire (anti-lapin-Alexa488 dilué à 4 µg/mL, de la compagnie «ThermoFisher») est 
incubé pendant 2h à TP et protégé de la lumière. L’incubation au DAPI se fait pendant 5 
minutes. Les cellules sont entreposées dans du PBS 1X à 4°C. 
 
FISH-IF (Hybridation in situ fluorescente couplée à l’immunofluorescence) 
 Les cellules sont mises sur plaque 96-puits tel que décrit dans «Immunofluorescence» 
et fixées (15 minute) dans du PBS 1X, paraformaldéhyde 4% et acide acétique 10%, puis 
perméabilisées dans de l’éthanol 70%  à -20°C (de 15 minutes à un maximum d’une semaine). 
La réhydratation se fait pendant 5 minutes dans une solution de lavage (SSC 2X et formamide 
40%) à TP. L’hybridation de la sonde (CAG)10-Cy5 (10 ng/puit) se fait à 37°C pour 2h dans 
du formamide 40%, SSC 2X, ARNt de E. coli 0.5 mg/mL, BSA 2 mg/mL et VRC 2 mM. 
Trois lavages avec la solution de lavage sont faits pendant 20 minutes à 37°C. Le protocole 
d’IF est effectué ensuite tel que décrit précédemment, en commençant avec l’étape de 
perméabilisation.  
 
Criblage FISH-IF des RBP 
Pour le criblage par imagerie dans les myoblastes, les foci nucléaires sont marqués 
FISH d’une sonde (CAG)10-Cy5 et les ribonucléoprotéines, par IF. Le protocole de FISH-IF 
est décrit ci-dessus. Au total, 322 RBP ont été vérifiées ; 271 anticorps proviennent de notre 
collaboration avec le consortium ENCODE (https://www.encodeproject.org/), 27 de la 
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compagnie «Bethyl» et 24 de la compagnie «Genetex». L’acquisition à haut débit des images 
est effectuée à l’aide du système «ImageXpress High-Content Imaging System» de la 
compagnie «Molecular Devices Inc.». L’acquisition ainsi que l’analyse initiale et manuelle 
des images brutes sont faites via le programme MetaXpress (Version 3.1.0.81) de «Molecular 
Devices Inc. ».  
 
Analyse d’images avec DOT  
À partir des images brutes obtenu du système de microscopie «ImageXpress High-
Content Imaging System», le programme DOT commence d’abord en segmentant les région 
d’intérêts qui ont été définis pour le cadre de ce projet comme étant les régions nucléaires. 
Ensuite, il passe à travers les images prises pour les longueurs d’ondes correspondants à Cy5 
et à Alexa488 pour ensuite identifier les pixels d’intérêts, définis comme étant les pixels dont 
la luminosité est plus grande que ce qui les entourent. Puis, un filtre est appliqué afin de garder 
les granules qui correspondent à un seuil d’aires maximale et minimale. Les granules 
correspondant aux foci CUG (Cy5) sont ensuite identifiée comme étant en colocalisation 
lorsqu’au moins un de leurs pixel correspondent aussi à un pixel correspondant au RBP 
(Alexa488).  DOT a été écrit via MATLAB par Alexandre Vannobel.  
 
Fractionnement par ultracentrifugation 
 La lyse des cellules est accomplie dans une solution hypotonique (Tris 25 mM et pH 
7.5, NaCl 10 mM, MgCl2 2 mM, EGTA 2 mM), puis l’homogénéisation par 20 coups de 
broyages mécaniques (homogénisateur de type «dounce» de la compagnie «Wheaton»). 
L’homogénat est centrifugé à 4°C pendant 10 minutes à 1200g pour donner un culot A de 
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noyaux et débris cellulaires, et un surnageant A. Ce culot est suspendu dans 0.5 mL d’une 
solution sucrose A (sucrose 0.32 M, Tris 10 mM, CaCl2 3 mM, MgOAc 2 mM, EDTA 0.1 
mM, détergent NP-40 0.5%) avant d’être passé à travers un homogénisateur (2-3 coups). À ce 
nouvel homogénat, 0.5 mL de solution sucrose B (sucrose 2M, MgOAc 5 mM, EDTA 0.1 
mM, Tris 10 mM à pH 7.5) est rajouté. Ce nouvel homogénat de sucrose est déposé sur 0.5 
mL de sucrose B afin d’être centrifugé à 30 000g, 4°C, 30 minutes (Rotor Sorval RPS55). Le 
culot va donner la fraction nucléaire. Le surnageant A de la première centrifugation est 
centrifugé à nouveau (1200g, 4°C, 10 minutes), et le surnageant est centrifugé à 100 000g 1h à 
4°C (rotor RP100AT4) pour donner la fraction cytosolique (surnageant) et la fraction 
insoluble-membrane (culot). Les fractions sont suspendues dans du réactif Trizol (« 
ThermoFischer ») et entreposé à -80°C.  
 
Extractions d’ARN et de protéines 
Les échantillons sont dans du réactif Trizol (« ThermoFischer »). L’extraction des 
protéines et ARN est accomplie selon le protocole du manufacturier (extraction par échange 
de phase guanidium thiocyanate/phénol/chloroforme). L’ARN est resuspendu dans de l’eau 
sans RNAse, puis purifiées sur colonne « RNA Clean & Concentrator 5 » de la compagnie « 
Zymo Research » selon le protocole du manufacturier. Les protéines sont resuspendues dans 
du tampon TRIS 0.5 M, SDS 2%. 
 
Séquençage ARN  
Les échantillons ARN sont envoyés à la plate-forme de biologie moléculaire de 
l’IRCM. L’intégrité de l’ARN est vérifiée avec des « RNA Pico Chips » sur le « BioAnalyzer 
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Agilent 2100 ». Le séquençage-ARN par déplétion ribosomale PE50 (2 X 50 cycles) est 
effectué via le HiSeq 2000 d’Illumina. Les données brutes sous forme Fastq sont ensuite 
acheminées à la plate-forme bioinformatique de l’IRCM (Alexis Blanchet-Cohen). 
L’alignement des lectures (« reads ») se fait selon le génome de référence humain 
GRCh37/hg19 avec TopHat2 (104) et en utilisant la version 75 de l’annotation d’Ensembl. 
Ensuite, les lectures qui s’alignent sur des gènes annotés sont comptées avec FeatureCounts 
(105). Les lectures sont préalablement normalisées, via DESeq2 (106), par rapport à la taille 
des librairies afin de permettre la comparaison entre des librairies de tailles différentes. Puis, 
les indices de résistance (« fold change ») entre les conditions sont calculés avec DESeq2 
aussi. L’analyse en composante principale (« PCA plot ») est générée avec FactoMineR. 
 
Coloration au bleu de Coomassie 
 Les échantillons de protéines sont quantifiés avec le kit « Bio-Rad Detergent 
Compatible Protein Assay », avec des concentrations de BSA de 0.125 à 2 mg/ml pour la 
courbe standard. Les échantillons protéiques (40 µg) ont été migrés sur gel SDS-PAGE (8-
11% acrylamide). La coloration au bleu de Coomassie (dans du méthanol 30% et acide 
acétique 10%) se fait pendant une nuit à TP sur une plaque rotative (« shaker ») et la 
décoloration se fait dans une solution de méthanol 40% et acide acétique 10%. 
 
Immunobuvardage de type Western 
Les échantillons protéiques sont préparés et migrées sur gel SDS-PAGE (8-11% 
acrylamide) tel que décrit précédemment, puis transférés sur membrane de nitrocellulose à 
4°C. Le blocage de membrane est effectué pendant 1h dans du tampon TBST avec 5% de lait 
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écrémé bovin (TBST-Lait bovin 5%). L’incubation avec les anticorps primaires anti-histone3 
0.5 µg/mL (« Abcam »), anti-α-tubuline 0.5 µg/mL (« Bio-Rad ») et anti-ninein 0.2 µg/mL (« 
Santa Cruz Biotechnology ») se fait à 4°C pendant une nuit (maximum 16h) et les anticorps 
secondaires 0.4 µg/mL (anti-lapin-HRP, anti-souris-HRP et anti-rat-HRP de la compagnie « 
Jackson ImmunoResearch ») à température pièce pendant 1h30 et dans le noir. Tous les 
anticorps sont dilués dans du TBST-Lait bovin 2.5%. La révélation des bandes sur membrane 
est effectuée avec le kit « Clarity Western ECL Substrate » selon le protocole de la compagnie 
« Bio-Rad ».  
 
qPCR 
L’ADNc est obtenu par transcription inverse avec le kit « M-MLV Reverse 
Transcriptase » de la compagnie « Invitrogen » selon le protocole du manufacturier. 500-1000 
ng d’ARN est utilisé au départ avec un mélange d’oligonucléotides aléatoires (500 ng) et 
d’oligonucléotides (dT)12-18 (100 ng). La qPCR est effectuée avec le kit « SYBR Green PCR 
Master Mix » de la compagnie «Life Technologies» selon le protocole du manufacturier. Les 
oligonucléotides utilisés sont décrits ci-dessous : 
Séquence oligonucléotide 3' vers 5' 
Ninein Forward GCTCAATTTTTCTTGCTCTGTG 
Ninein Reverse CATCCATCAGGGCTCCATAA 
RN7SK Forward CCATTTGTAGGAGAACGTAGG 
RN7SK Reverse CCTCATTTGGATGTGTCTGG 
SNORD17 Reverse CTTGCAGCCTTGTGAAATGA 
SNORD17 Forward CTGCCAACACACAAGCAGTT 
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Le manuscrit est en préparation. J’ai effectué les expériences d’imageries reliées au criblage 
qui ont mené à l’identifications des RBP qui colocalisent aux foci CUG, ainsi que les 
expériences de fractionnement qui ont mené au séquençage-ARN.  
Lilyanne Perras va poursuivre ce projet suite à la soumission de ce mémoire.  





Myotonic dystrophy type 1 (DM1) is a multi-systemic disease caused by an aberrant 
expansion of CTG trinucleotide in the 3’-UTR region of the DMPK gene (1). Once 
transcribed, the CUG repeats form secondary stem-loop structures that sequesters CUG-
binding factors such as the alternative splicing regulator muscleblind-like protein 1 (MBNL1), 
thus preventing it from exerting its normal function (6, 57). Deregulation of alternative 
splicing is a key feature in DM1, and affected pre-mRNAs correlate directly with symptoms 
observed in this disorder (25, 49, 57, 60). Moreover, recent studies have implicated MBNL 
proteins in the localisation of mRNA (50, 51).  The knockout of Mbnl1 in mice is 
accompanied by the increase of its homolog Mbnl2 protein that target Mbnl1-regulated 
splicing exons, suggesting that compensatory mechanisms may be in place (52). In the past 
decade, numerous factors such as HNRNP H, F, K, L, DDX5, DDX17 and DHX9 have been 
shown to co-immunoprecipitate with MBNL1 and FISH-IF indicate that they colocalize with 
CUG foci in DM1 muscular cell lines  (28, 38). Although they colocalize with less than 10% 
of CUG foci, depletion of DDX5/DDX17 and DDX6 suggest that they play a role in assembly 
and dissambly of CUG foci. In this highly dynamic system, it remains elusive whether other 
effectors may play a direct or secondary role in the homeostasis of CUG-expanded mRNA. It 
is also unclear if the implication of MBNL in RNA localization would be a determining factor 
in DM1. We aim to identify novel factors implicated in DM1 and to identify transcripts that 
are delocalized in this pathological context. For that matter, wide-set databanks have been 
generated from an imaging-based screening of RBP that would colocalized within CUG foci 
in DM1 myoblasts, along with fractionation/RNA-sequencing of these cells.  
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Methods and reagents 
 
Cell culture 
DM15, ST1200 and HFN myoblasts were cultured at 37°C and 5% CO2 in HAM F-10 (Sigma-
Aldrich) medium supplemented with FBS 15%, sodium bicarbonate 1.2g/L, penicillin-
streptomycin 1%, embryonic chick extract 0.5%, Glutamax 1% and dexamethasone 390 
ng/mL. Passages are done with Trypsine-EDTA 0.125%-500 μM. Myoblasts, who came from 
quadriceps of 15-weeks old aborted fetuses (Dr Jack Puymirat – DM1 Biobanks). HeLa cell 
lines are culture in DMEM media with penicillin-streptomycin and FBS 10%.  
 
Immunofluorescence (IF) 
The mouse antibodies against MBNL factors (Product code: MB1a(4A8), MB2a(3B4) et 
MB3a(5A11)) are from Developmental Studies Hybridoma Bank 
(http://dshb.biology.uiowa.edu/). For the RBP screening, a rabbit antibody against MBNL1 
was also available from our RBP antibody databank (more information below). For 
visualization of CUG-bound MBNL, myoblasts are plated in plastic-coated 96-well plates and 
fixed in MeOH-Acetone (1:1) at -20°C for 15 min. Permeabilization is done in Triton-X 0.5% 
for 5 min. at room temperature, and blocking in PBS 1X with Triton-X 0.1% and BSA 2%  is 
performed for 15 min. Primary antibodies are diluted to a concentration of 6.75 ug/mL and 
incubated O/N at 4°C. Secondary antibodies (anti-rabbit-Alexa488 diluted to 4 µg/mL, from 
ThermoFisher) are incubated 2h at RT and diamidino-2-phenylindole (DAPI) for 5 min. at 
RT. Samples stored in PBS at 4°C. 
 
Fluorescent in situ hybridization coupled with IF (FISH-IF) 
Cells are fixed in PBS 1X, PFA 4% and acetic acid 10% (15 minutes), and permeabilized in 
EtOH 70% at -20°C (15 min. to maximum one week). Rehydration is performed for 5 min. in 
wash buffer (SSC 2X and formamide 40%) at RT. Hybridization is done at 37°C for 2h in 
formamide 40%, SSC 2X, (CAG)10-Cy5 probe 10 ng/well, tRNA E. coli 0.5 mg/mL, BSA 2 
mg/mL and VRC 2 mM. Washes with wash buffer are performed for 20 min. at 37°C. IF 




RBP screening by FISH-IF  
FISH-IF effectuated accordingly to above protocol (see also (107)). In total, 322 RBPs were 
marked: 271 antibodies from our collaboration with ENCODE consortium 
(https://www.encodeproject.org/), 27 from Bethyl and 24 from Genetex. High-throughput 
acquisition of images is completed with the epifluorescent microscope ImageXpress High-
Content Imaging System from Molecular Devices Inc. Acquisition and initial analyses of raw 
images are effectuated manually with the program MetaXpress (Version 3.1.0.81) from 
Molecular Devices Inc. Preliminary foci quantifications were accomplished with the 
granularity function of MetaXpress. 
  
Image analysis with DOT 
The program DOT allows to identify and quantify foci in images. The program receives raw 
image data from ImageXpress High-Content Imaging System. DOT will first segment the cells 
and delimit region of interest (here defined as the nucleus), before processing through the Cy5 
and Alexa488 channels to identify pixels of interest (defined as pixels in which intensity is 
higher than calculated mean background for each cell). A filter is then applied in order to sort 
through granules that correspond to a minimal and maximal granule area threshold. Granules 
corresponding to CUG foci (Cy5) are then identified as colocalized when at least one pixel 
corresponding to RBP (Alexa488) is overlapping. Cell penetrance refers to percentage of cells 
displaying colocalisation, and the granule area penetrance refers to percentage of colocalized 
CUG foci area when compared to the total areas of CUG foci detected.   
 
Cell fractionation by ultracentrifugation 
Cells are lysed in hypotonic buffer (Tris 25 mM at pH 7.5, NaCl 10 mM, MgCl2 2 mM, EGTA 
2 mM), homogenised by dounce (type B pestle from Wheaton company) and spun at 1200g 
for 10 min at 4°C in order to obtain a pellet of nucleus and cell debris. This pellet is then 
centrifuged through sucrose gradient to obtain nuclear fraction. Supernatant is spun at 100 
000g for 1h at 4°C to attain cytosolic fraction as the supernatant, and the insoluble-membrane 
fraction as the pellet. Fractions are suspended in Trizol reagent (ThermoFischer) and stored at 




RNA and protein extraction 
Samples are in Trizol reagent (ThermoFisher). RNA and proteins are extracted according to 
manufacturer’s protocol (guanidium thiocyanate/phenol/chloroform extraction). RNA is 
resuspended in RNA-free water. Protein is resuspended in TRIS 0.5M with SDS 2%. RNA is 
then purified in RNA Clean & Concentrator 5 purification column from Zymo Research 
according to manufacturer’s protocol. 
 
RNA-sequencing 
RNA integrity is verified with the Bioanalyzer 2100, using RNA Pico Chips. Ribo-depleted 
RNA-sequencing PE50 (2 X 50 cycles) is accomplished with the Illumina HiSeq2000. Fastq 
raw data are transmitted to the bioinformatics platform where alignment of reads is processed 
according to human reference genome GRCh37/hg19, with TopHat2 and with version 75 of 
the Ensembl annotation. Reads that are aligned to annotated genes are counted using 
FeatureCounts. Also, reads are previously normalized with DESeq2 according to library size 
in order to allow comparison between libraries of different size. Fold change between 
conditions is calculated with DESeq2 as well. PCA plot generated with FactoMineR with 
DESeq2 data. 
 
Coomassie Blue coloration 
Protein samples are quantified with the Bio-Rad Detergent Compatible Protein Assay kit 
(BSA 0.125 to 2 mg/ml for standard curve). Samples are migrated on 8-11% acrylamide SDS 
gel. Brilliant Blue staining is done overnight in solution of MeOH 30%- Acetic acid 10% and 
distaining in solution of methanol 40 % and acetic acid 10%. 
 
Western blot  
Sample preparation and gel migration is described above. Transfer is then completed on 
nitrocellulose membrane at 4°C. Blocking is performed for 1h in TBST-5% milk. Primary 
antibody is incubated at 4°C overnight (maximum 16h) and secondary antibodies at room 
temperature for 1h30. The antibodies against histone3 (Abcam), α-tubuline (Bio-Rad) and 
ninein (Santa Cruz Technology) are diluted 0.2-0.5 µg/mL. Secondary antibody (anti-rabbit-
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HRP, anti-mouse-HRP and anti-rat-HRP from Jackson ImmunoResearch) are diluted 0.4 
µg/mL. Revelation of band effectuated with Clarity Western ECL Substrate from Bio-Rad. 
 
qPCR 
cDNA obtained by reverse transcription of RNA with the M-MLV Reverse Transcriptase kit 
of Invitrogen according to manufacturer’s protocol. qPCR is accomplished with the SYBR 
Green PCR Master Mix from Life Technologies according to manufacturer’s protocol. 
Description of oligonucleotides are below. 
 
Oligonucleotide sequence 3' to 5' 
Ninein Forward GCTCAATTTTTCTTGCTCTGTG 
Ninein Reverse CATCCATCAGGGCTCCATAA 
RN7SK Forward CCATTTGTAGGAGAACGTAGG 
RN7SK Reverse CCTCATTTGGATGTGTCTGG 
SNORD17 Reverse CTTGCAGCCTTGTGAAATGA 





1. Characterisation of DM1 and non-DM1 myoblasts 
It has been reported in a variety of model systems that, in the pathological context of 
DM1, MBNL1 colocalies and interacts with CUG foci (1, 6, 8, 23, 43, 53, 57, 109). In order to 
validate our cell lines, we have compared the behaviour of MBNL1 in two DM1 human fetal 
myoblasts, the DM15 and ST1200 (respectively 3600 and 1200 CUG repetitions), in 
comparison with the control non-DM1 fetal myoblasts HFN (35 CUG repetitions). 
Immunofluorescence assays demonstrate that a nucleoplasmic signal for MBNL1 is more 
prevalent in control HFN cells, and that both nuclear and cytoplasmic foci can be observed in 
DM15 and ST1200 cells (Fig. 4a).  
 
Previous studies have shown that IF protocols in which methanol is used as a fixation 
agent will allow to visualize MBNL1 that is bound to CUG repeats whereas a 
paraformaldehyde fixation would allow to visualize both bound and unbound MBNL1 (110, 
111). For these reasons, both fixation methods have been tested (Supplementary data, Fig. S1) 
and results confirm that methanol fixation yields less nucleoplasmic signal. In concordance 
with previous studies, our results show that MBNL1 signal is localized in the nucleus and 
cytoplasm of both control and DM1 cells, and MBNL1 signal is not completely restricted to 
nuclear foci in our DM1 cells cells (110, 111). In order to obtain the best resolution for our 
MetaXpress software program to detect granules, methanol fixation has been used for the 
quantification of CUG-bound MBNL1 foci. For that matter, imaging analyses show that 
MBNL1 foci are detected in roughly 77 % (± 6%) of DM15 myoblasts and 51% (± 6%) of 
ST1200 cells, percentages that are significantly higher than the 13% (± 7%) calculated for the 
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control HFN lines (Fig. 4b). Because of the higher percentage of MBNL1 foci-positive cells 
for DM15, this cell line has been used as our DM1 cell line model for the subsequent 
screening and fractionation assays. 
 
 
Figure 4. Characterization of MBNL1 in DM1 and non-DM1 cell lines. (A) 
Immunofluorescence (IF) by MeOH fixation enhances visualization of CUG-bound MBNL1 
(in green). Nucleoplasmic signal is predominant for non-DM1 myoblasts HFN (2A2) whereas 
nuclear foci are observed in DM1 myoblasts DM15 and ST1200 (2A3-4). MBNL1 antibody 
storage medium is tested against secondary antibody for every cell line, a representative image 
in fig. 2A1 shows for DM15 myoblasts. Nucleus (in blue) are counterstained with DAPI. Scale 
bars in A1 apply for every panel (20 µm and 11 µm for zoom panel). (B) MBNL1 foci 
quantification of A. (Above) Examples of software granule detection and cell count is shown 
for A3. (Below) Histogram shows percentage of MBNL1 foci-positive cells for myoblasts 
stained in A. Negative control allows to limit false positives by setting minimal intensity and 
granule size thresholds for granule detection. For each cell line, 300 cells (n = 300) are 
quantified. 
 
Furthermore, we then verified the colocalization of MBNL1 with CUG foci by 
performing FISH coupled with immunofluorescence (FISH-IF) on DM1 and non-DM1 
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myoblasts (Fig. 5).  The hybridization of (CAG)10-Cy5 probe to CUG repeats by FISH assays 
permitted us to visualize both nuclear and cytoplasmic foci in DM1 myoblasts (Fig. 5J-L). 
These foci were not detected in non-DM1 myoblasts (Fig 5G-I). Similar results are shown for 
HeLa cell lines (Fig. 5D-F), used as an additional control cell line in which CUG foci were not 
expected. Controls were done with cell lines HeLa, HFN and DM1, and results are presented 
for DM15 (Fig. 5A-C) to show granules in CAG probe alone, goat antibody alone and anti-
MBNL1 antibody alone controls. Staining of MBNL1 revealed nuclear and cytoplasmic foci 
that colocalize with CUG foci (Fig. 5L). These findings concur with previously described 
studies on different DM1 myoblast cell lines (42). The colocalisation is defined here as an 
increase of fluorescence intensity from both signals within the same spatial region, highlighted 
through a linescan method (Fig. 5N). As mentioned previously, fixation of DM1 myoblast 
with paraformaldehyde for the FISH-IF assays will show nucleoplasmic staining as well as 
foci signals for MBNL1 (Fig. 3K). The variability in terms of MBNL1 staining between cells 
could indicate that although a proportion of MBNL1 is sequestered within CUG foci, the 
depletion of nucleoplasmic MBNL1 is not total. Additionally, quantification analysis by 
means of the same software program used for Fig. 4 shows that CUG foci were detected in 
67% (± 10%) of DM1 myoblasts. This percentage is significantly higher than the 3.5% (± 





Figure 5. Characterization of CUG RNA and MBNL1 factor in various cell lines. FISH-
IF using a Cy5-labelled CAG probe to show RNA foci (in red) and antibody directed against 
MBNL1 protein (in green). Controls (A-C) done with all cell lines, DM15 is presented to 
show granules in CAG probe alone, goat Ab and anti-Mbnl1 Ab alone controls. CUG foci are 
not observed in control HeLa cells (D-F) and healthy HFN myoblasts (G-I) whereas MBNL1 
appears to colocalize with CUG foci in DM15 cells (J-L). Scale bar in C applies for A-C. 
Scale bar for F apply for D-L (23 µm). Nucleus (in blue) are counterstained with DAPI. (M) 
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Quantification of cells (n = 200 - 300 cells) in which CUG foci is detected for different cell 
lines. (N) Colocalisation of granules is assessed through Linescan Method in which a line is 
traced over the colocalisation site and graph shows intensity level for CUG foci (red), MBNL1 
(green) and DNA (blue) throughout the dashed line. 
 
It is important to note that the Granularity application from the MetaXpress program 
detects granules based on two thresholds: granule size and signal intensity compared to 
background. For this reason, granule detection is influenced by the intensity difference 
between granule and background, and images with little to quasi-null nucleoplasmic staining, 
such as Fig. 5J, will be detected with decent accuracy. However, nucleoplasmic signal for 
MBNL1 (Fig. 5K) may render a higher number of false negatives. This became evident when 
we tested the MetaXpress program and evaluated that 67% (± 6%) of the CUG foci would 
colocalize with MBNL1 foci, a percentage lower than previously reported (80%) (28). 
Therefore, we sought to create a program, named DOT, that calculates the mean background 
intensity for every cell detected in order to apply cell-individualized intensity thresholds for 
granule detection (See Methods and reagents). A threshold for granule size is also set. 
Additionally, region of interest can initially be delimited within the nucleus, the cytoplasm or 
the entire cell. This is different from the quantifications done with the MetaXpress program in 
which granule detection was performed in the entirety of the image. The program DOT has 
calculated that 78 % (± 11%) of nuclear CUG foci detected in DM1 myoblasts are colocalized 
with MBNL1 foci. Consequently, this program will be used for the subsequent quantifications 
of colocalization in the RBP screening.  
 
Overall, following characterisation of MBNL1 and CUG foci in DM15, ST1200 and 
HFN myoblasts, we have established that the DM15 cell line would be an ideal candidate cell 
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line to use for our subsequent assays. Since IF experiments against MBNL1 showed as 
expected nucleoplasmic staining as well as foci signals and that the fixation method has shown 
to be an influential factor in the staining, we have decided to use our (CAG)10-Cy5 probe as a 
DM1 marker for our subsequent RBP screening.  
2. RBP screening in DM1 myoblasts 
 
 
Additionally, we propose that several other factors and/or secondary effectors linked to 
the pathogenesis of DM1 are yet to be identified. For that matter, we dispose of a widespread 
databank of antibodies directed against RNA Binding Proteins (RBP) that will serve in a high-
throughput screening based on FISH-IF imaging. In total, 312 RBPs have been tested in DM1 
and non-DM1 myoblasts and positive RBP candidates have been retained on the premise that 
they colocalize with CUG foci. A vast majority of our validated RBP antibodies (277 
antibodies) were caracterized in the context of our work with the ENCODE consortium (see 
Methods and Reagents) (107).  
The listing of all the RBPs tested is shown in Supplementary data (Table SI), along 
with initial manual imaging analysis in which signal pattern observed for each RBP is 
documented. Each RBP antibody was diluted to the same concentration and imaging was 
effectuated automatically with a high-throughput imaging system in which the same exposure 
and focus is set for every condition. In regards of this uniformity in our imaging system, 
antibody dilution may not be optimal for every RBP and out-of-focus variability may occur. 
For these reasons, a fraction of the RBPs analyzed will yield images considered ambiguous 
and they are showed in grey in Table SI. Low expression of a certain RBP may also yield faint 
signal and these samples are marked in grey as well. In any cases, the ambiguity does not 
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allow us to conclude in terms of the localization of these specific RBPs, and although they are 
not included in our positive hits for our screening, this does not discard that further 
investigation may be needed. Nevertheless, a large majority of the RBPs tested have yielded 
clear and distinct images for the initial imaging analysis to be accomplished.  
 
Figure 6. Various localization patterns are observed among RBP candidates that co-
localize with CUG foci. Cy5-labelled CAG probe shows RNA foci (red) in DM1 myoblasts 
DM15, which is not observed in the non-DM1 myoblasts HFN. A screening in which FISH 
assays are combined with immunofluorescence shows RBPs (green) with foci or nuclear 
diffuse patterns. Initials of the RBP tested is indicated on the bottom left of each panel. RBP 
candidates are selected when their signal intensity is locally increased within the intensity 
region of the CUG foci. Additional description of RBPs are found in Table S2 and list of all 
the RBPs tested in Table S1. Nucleus (blue) are counterstained with DAPI. Mouse antibody 
(Ab) is an anti-ninein antibody and serve as a negative control. Scale bar (15 µM) applies for 
every panel.  
 
Furthermore, in order to identify RBP candidates, colocalization is initially determined 
based on linescan measurements, through the same process as in Fig. 5N, where the RBPs’ 
signal intensity (in green) is increased within the region of the CUG foci’s (red) intensity 
increase pic. This linescan method is also particularly useful to shed light on signals in which 
it is unclear by eye alone whether a colocalization based on intensity pic is present or not (Fig. 
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S2).  Likewise, RBPs that present this intensity behavior are retained and examples of positive 
candidates are presented in Fig. 6. Various localization patterns are appreciated for these RBP 
candidates. Namely, some positive hits will demonstrate, when present in the nucleus, staining 
that is generally restricted within the CUG foci (Fig. 6A-D). Other candidates will express 
RBP nuclear foci localization pattern that is not restricted to the CUG foci (Fig. 6E-I) or will 
present a nuclear diffuse pattern (Fig. 6J). Although only the nuclear diffuse signals that show 
an intensity increase within the CUG foci regions are retained (Fig S2), this type of pattern 
adds a layer of complexity in terms of localization.  
 
In light of the different RBP localization patterns observed in Fig. 6, the complete list 
of RBP hits displaying colocalisation with CUG foci is compiled and classified in Table II. 
The RBPs are organized according to whether their nuclear signal is typically restricted within 
CUG foci, unrestricted to CUG foci or nuclear diffuse. Incidentally, this classification does not 
mean that cytoplasmic signal is absent for some of these RBPs. The complete appellation for 
each RBP, along with a short description of related functions, can be found in the Table SII. 
The different RBP patterns observed further raise the question as to how many of these 
colocalized signals are due to chance. For that matter, quantification analysis has been 
completed with the DOT program (Table II). Cell penetrance will present the percentage of 
myoblasts that display colocalisation whereas granule area penetrance calculates the 
proportion of pixel signal area corresponding to nuclear CUG foci that is colocalized with the 
pixel signal area corresponding to an RBP. As a negative control for the program, 
quantification for PNPT1 (Polyribonucleotide nucleotidyltransferase 1) is shown. This factor 
is found in the cytoplasm and is mostly enriched in mitochondria  (112). 
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In addition, previously described interactors of MBNL1 have been revealed in FISH-IF 
assays to be present in less than 10% of DM1 CUG foci (28). In view of this information and 
to include potential secondary effectors, RBP hits that appeared to colocalize occasionally to 
CUG foci (here set as displaying cell penetrance below 50%) have not been discarded and are 
highlighted in dark blue in Table II. Moreover, the positive hits for the screening have also 
been tested by co-immunofluorescence to verify the ones that could co-localize with MBNL1. 
These preliminary results have also been listed in Table II.  
 
3. RBPs that colocalize within CUG foci 
 
First, the list of genes associated to the RBP hits have been processed through the 
online resource DAVID Bioinformatics (https://david.ncifcrf.gov/) (113, 114). Roughly less 
than a third of the hits were enriched for RNA splicing. Considering the well established 
implications of MBNL1 in alternative splicing (25),  the RBP hits that show colocalization 
with MBNL1 (Table II) can be cross-referenced with the RBPs enriched for the functional 
annotation of RNA splicing (Fig. 7). Candidates that emerge in both of those lists are: U2AF1, 
CCARR1, PRPF6 and SF3A3. What’s more is that the factor U2AF1, similarly to MBNL1, 
also contains a CCCH zinc finger motif. Previous characterisation of this factor demonstrate 
that it recognizes a splicing consensus sequence AG/G in the 3’-UTR region of its targets and 
that its mutations, located in its highly conserved zinc motifs, can promote splicing and exon 
skipping (115, 116).   
Table II. Compilation of RBP candidates following high-throughput imaging-based 
screening. Cell penetrance shown percentage of cells displaying colocalisation of RBP with 
CUG foci. Granule penetrance refers to the proportion of pixel areas corresponding to CUG 
foci that colocalize with RBP signal. As shown with corresponding pictograms, RBP signals 
(green) are classified in terms of being mainly restricted to CUG foci (red), not restricted 
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(Nuclear foci), or conveying a nuclear diffuse pattern. Absence of cytosolic signal is not 
implied. Colocalisation of the majority of these candidates with MBNL1 has also been 
verified. PNPT1 (Polyribonucleotide nucleotidyltransferase 1) serves as a negative control for 
the quantification program DOT. RBP listed in red: shown in interactive schematic (Fig.7). 
Underscored: linked to alternative splicing.  RBPs showing occasional colocalisation are 
highlighted in dark blue, others in orange. N/A denotes that RBP antibody was unavailable 















Type of signal 






NXF1 72 17 73 14 x x 
ADAR 65 24 59 23 x NA 
SND1 60 15 37 14 x x 
RPL23A 50 19 46 16 x x 
BUD13 81 18 77 12 x 
SNRNP200 77 18 67 23 x 
RTF1 76 17 62 15 x x 
EFTUD2 73 17 59 20 x 
RBFOX2 72 16 50 16 x 
CIRBP 67 18 58 20 x 
LARP4 65 21 51 18 x x 
EIF4A3 85 8 53 6 x 
PRPF6 80 11 43 9 x x 
KIF1C 78 10 65 14 x x 
SRSF1 77 13 46 9 x x 
U2AF1 75 15 52 13 x x 
DEAF1 71 16 59 14 x NA 
SUPT6H 68 19 52 15 x x 
DROSHA 66 17 36 12 x x 
PSIP1 64 19 55 19 x 
CCAR1 60 18 47 15 x x 
PRPF8 59 23 47 18 x NA 
NRF 59 17 46 21 x 
PRRC2C 42 22 38 20 x x 
NIP7 45 23 42 20 x 
PUM1 37 15 52 13 x 
TAF15 49 20 43 18 x NA 
NXF2 47 17 43 18 x 
ZPR9 44 20 31 16   x  
SUB1 38 14 29 9 x 
SF3A3 37 22 33 22 x x 
FAM120A 30 30 25 20 x 
MBNL1 76 13 75 13 x  x - 





Figure 7. Recapitulative interaction network links RBP screening candidates to disease 
and pathways. This simplified schematic underlines some of the shared protein-protein 
interactions for RBPs positive hits (depicted within an ellipse in this figure) in a screening for 
factors that colocalize with CUG repeats in DM1 myoblasts. Factors that appeared both as 
colocalized with MBNL1 and are linked to alternative splicing in DAVID Bioinformatics 
analysis are highlighted in dark red. The RBPs implicated in retinitis pigmentosa, a form of 
retinal degeneration, are portrayed with a smaller light yellow ellipse. RBP observed as CUG 
foci restricted (see Table II) are highlighted in bright yellow.  
 
Additionally, with the interest of studying the known and predicted protein interactors, 
the RBP candidates have been analyzed through the online tools STRING (117) (http://string-
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db.org)  and Genemania (118) (http://genemania.org/). Both of these web interfaces use 
genomics and proteomics databanks that are publicly available. With prediction algorithms, 
these tools allow its users to obtain a comprehensive coverage of protein interactions along 
with confidence scoring. A summary of this analysis is presented in the form of a simplified 
interaction network (Fig. 7). RBP candidates from Table II are depicted within an ellipse while 
common interactors that do not figure in that list are written in italic. Moreover, this figure 
denotes the interactions of CIRBP and CCAR1 with HNRNP K, a splicing regulator that 
interacts with MBNL1 and CUG repeats (28, 119). Interestingly, the factors PRPF6, PRPF8 
and SNRNP200 are also linked to retinitis pigmentosa, a spliceopathy in which the symptoms 
of retinal dystrophy and pigmentary changes correlate strongly with the retinopathies found in 
DM1 (120, 121). In fact, retinal changes are common symptoms in myotonic dystrophy and 
25% of DM1 patients develop pigmentary retinopathy (122, 123). Finally, from the positive 
hits of the RBP screening, the analysis of common functional annotations, known and 
predicted interactors, and already established links to pathologies, could highlight additional 
importance for certain candidates. This would then offer insight as for subsequent validation 
and follow-up assays. 
4. Fractionation of DM1 myoblasts 
 
 In parallel, to globally identify RNA transcripts that are delocalised as a consequence 
of CUG repeat RNA, DM1 and non-DM1 myoblasts have been fractionated into nuclear (N), 
cytosolic (C) and insoluble-membrane (IM) fractions, followed by RNA/protein extraction and 
RNA-sequencing analyses. In order to validate the fractionation, Western blot of protein 
samples from each fraction was performed using markers that are expected to be enriched in 
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the nucleus (histone3), cytosol (alpha-tubulin) and insoluble-membrane (ninein) compartments 
(Fig. 8A). A total protein extract is also loaded as a control. A Coomassie gel is presented as a 
form of loading control, although a complete homogenous layout of proteins can not be 
expected between fractions due to the separating purpose of a fractionation. Nevertheless, this 
method allows at the very least to verify that protein has adequately been loaded and that 
absence of a marker in a fraction is legitimate. 
 Ninein is localised in most cells that present classic radial microtubule array and is 
associated to the microtubule-organizing center (MTOC) (124). IF assays on both DM1 and 
non-DM1 myoblasts show that ninein is sometimes relocated at the periphery of the nucleus 
(Fig. 8B1-2). The presence of ninein in nuclear fractions (Fig. 8A) could indicate that a 
portion of this protein is pulled down along with the nucleus during fractionation. We sought 
to test other typical markers for the membrane fractions, such as endoplasmic markers GRP94 
and calreticulin. However, endoplasmic reticulum is poorly developed in myoblasts (125) and 
these markers were found to be spread out in the cytoplasm (Fig. 8B3-4). For that reason, we 
have decided to keep ninein as a marker. 
  
For that matter, a second form of validation for the fractionation is obtained with the 
RT-qPCR analysis using markers for cytosolic (RN7SK), insoluble-membrane (ninein) and 
nuclear (SNORD17) fractions. Since native transcription of these markers occur in the 
nucleus, some nuclear expression is expected for each marker used. In that sense, the relative 
absence of ninein in the cytosol, of RN7SK in the IM, along with the enrichment of 
SNORD17 in the nucleus would indicate that the fractionation process has underwent not 






Figure 8. Optimization and validation of cell fractionation. (A) Western blot of protein 
extract from fractionation of DM1 and non-DM1 myoblasts into Cytosolic (C), Insoluble-
membrane (IM) and Nuclear (N) fractions. Total (T) protein cell extract is loaded as a control. 
(ML) Molecular Ladder at lower (left) and higher (right) quantity. Coomassie gel serve as a 
form of loading control. (B) (1-2) FISH-IF in non-DM1 (1) and DM1 (2) myoblasts reveal 
ninein (green) and CUG foci (red). (3-4) FISH-IF in DM1 myoblasts reveals markers 
calreticulin and GRP94. (C) qPCR assays present relative abundance of fraction markers 
expected to be enriched in insoluble-membrane (ninein), nucleus (SNORD17) and cytosol 
(RN7SK). X axis: respectively the fractions Cyto, Inso-mem. and Nuc. Y axis: Relative 
percentage (%). Black: Non-DM1. Grey: DM1. (D) Electropherogram (with corresponding 
separation lane in the right) allows to verify RNA integrity. Shown here is for the total RNA 
extracts. X axis: RNA size (nt). Y axis: Fluorescence intensity (FU) (correlates with RNA 




Furthermore, before undergoing RNA-sequencing, integrity of the RNA samples is 
assessed through microfluidic capillary electrophoresis (BioAnalyzer) in order to obtain a RIN 
(RNA Integrity Number) between 1 (degraded RNA) to 10 (intact RNA) (126, 127). This 
technology electrophoretically separates RNA based on their molecular weight and through a 
microfabricated chip. The subsequent laser-induced fluorescent detection of intercalating 
RNA-dye allows to visualise the results in the form of an electropherogram, with the 
corresponding separation lane (Fig. 8D). Peaks between 25 to 200 nt correspond to small RNA 
species (5S and tRNA), and peaks at 25 nt correspond to internal marker control. Quality of 
RNA is assessed with the 28S:18S RNA ratio (peaks at highest RNA size in Fig. 8D) (127). 
Higher levels of small RNAs are expected in cytoplasmic fractions (Supp. Data, Fig. S3). For 
that reason, lower RNA quantities of 18S and 28S than expected is loaded in the Bionalyzer, 
hence rendering smaller peaks. Overall, quality of RNA has been judged adequate for RNA-
sequencing 
 
5. RNA-sequencing of DM1 myoblasts fractions 
 
 Following validation of RNA integrity, ribosomal-depleted RNA-sequencing was 
accomplished. PCA (Principal Component analysis) plot in Fig. 9A presents each dot as an 
RNA sample duplicate for each fraction. Closer distance between corresponding dots is 
indicative of lower variability between samples. Heat map in Fig 9B shows 35 transcripts that 
are most expressed and their abundance between fractions in DM1 and non-DM1 myoblasts. 
General assessment of the different RNA species found in total RNA extract of DM1 and non-






Figure 9. Standard assessments of RNA-sequencing data from DM1 and non-DM1 
myoblasts fractions. (A) Principal component analysis (PCA) plot of RNA duplicates 
datasets of fractionation samples for DM1 (DM15 cells) and non-DM1 (HFN cells) into 
cytosolic, insoluble-membrane and nuclear fractions, along with total RNA extract. (B) Heat 
map of the 35 most expressed genes (in Log2 FPKM). Both graphs were generated with 
DESeq2 results by the bioinformatics platform of IRCM. 
 
In order to narrow down transcripts that would be delocalised, results from the RBP 
screening will aid to target preliminary analysis. For that matter, nuclear export factor NXF1 
was revealed as a hit that colocalized extensively to CUG foci (Table II). In order to first 
characterize the population of RNA that would be delocalized between the nuclear and 
cytosolic fractions, sequenced transcripts’ fold-change between DM1 and non-DM1 myoblasts 
is calculated for each fractions. Afterwards, the list of transcripts is filtered to retain those who 
showed significant changes both in cytoplasmic and nuclear fractions, while showing little or 
non-significant fold-change in the insoluble fraction. Among the RNAs that showed an 
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increase of expression in the C fraction while presenting a decrease in the N fraction, or vice-
versa, roughly 80% (out of ~ 300 transcripts analysed that fit that specific profile) revealed to 
be protein coding transcripts (Fig. 10C-D). A threshold of at least 20% of expression change 
had been set for this analysis and an example of 25 of those delocalized RNAs are listed in 
Table III. Moreover, out of the NXF1-binding transcripts SP1, RPS23 and ARPP-19, the 
target RPS23 has shown a downregulation of 20% in the C fraction and an upregulation of 
34% in the N fraction. These results could encourage follow-up assays such as cross-
referencing CLIP-seq data corresponding to the RBP candidates (Table II) with the RNA-
sequencing results in other to narrow target transcripts that may be delocalized. 
 
Essentially, cell fractionation protocol has been optimized and subsequent RNA-
sequencing data will serve as an additional tool to further comprehend the implication of 












Figure 10. Assessment of nuclear-cytoplasmic shift of RNA species between DM1 and 
non-DM1 myoblasts. (A-B) Percentage of RNA species (described in legend) is first 
quantified respectively for non-DM1 and DM1 myoblasts’ total RNA extracts. (C-D) After 
determining fold-change of RNA expression between DM1 and non-DM1 myoblasts, 
transcripts that showed simultaneously a downregulation in nuclear fraction and upregulation 
in cytosolic fraction (or vice-versa) are analysed in the same way as A-B. Transcripts that 
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Table III. Preliminary list of transcripts that are delocalised between cytosolic and 
nuclear fractions when comparing DM1 and non-DM1 myoblasts. After determining fold-
change of RNA expression between DM1 and non-DM1 myoblasts, a list of transcripts that 
simultaneously present downregulation in nuclear fraction and upregulation in cytosolic 
fraction (or vice-versa) is obtained. Shown here are the 25 first genes of that list, with 
percentage of expression shift for respective cytosolic and nuclear fractions.  
 
Nuc ← Cyto Nuc → Cyto 
Ensembl ID Gene ID ↓Cyto (%) 
↑Nuc 





ENSG00000109272 PF4V1 92.8 20.2 ENSG00000172380 GNG12 88.4 26.0 
ENSG00000157680 DGKI 54.1 21.7 ENSG00000084733 RAB10 80.5 30.2 
ENSG00000172530 BANP 50.1 55.0 ENSG00000105887 MTPN 68.3 26.4 
ENSG00000179115 FARSA 35.8 33.2 ENSG00000218739 CEBPZ-AS1 68.2 28.2 
ENSG00000100056 DGCR14 31.6 66.3 ENSG00000137038 TMEM261 80.3 24.6 
ENSG00000105298 CACTIN 31.6 37.6 ENSG00000162704 ARPC5 55.0 26.4 
ENSG00000197785 ATAD3A 29.6 38.6 ENSG00000101363 MANBAL 80.6 29.5 
ENSG00000002822 MAD1L1 28.4 26.3 ENSG00000165169 DYNLT3 92.4 27.3 
ENSG00000134262 AP4B1 27.4 23.9 ENSG00000173598 NUDT4 60.5 28.3 
ENSG00000122965 RBM19 26.1 30.4 ENSG00000077232 DNAJC10 40.0 35.1 
ENSG00000166526 ZNF3 26.1 39.2 ENSG00000180398 MCFD2 37.3 26.1 
ENSG00000179950 PUF60 24.6 26.3 ENSG00000214046 SMIM7 45.1 34.7 
ENSG00000177646 ACAD9 24.2 19.6 ENSG00000029364 SLC39A9 39.5 29.1 
ENSG00000184164 CRELD2 24.2 25.4 ENSG00000143771 CNIH4 32.5 26.6 
ENSG00000149273 RPS3 23.6 36.5 ENSG00000173486 FKBP2 48.4 25.1 
ENSG00000092036 HAUS4 23.5 37.2 ENSG00000253738 GS1-251I9.4 51.5 33.5 
ENSG00000175467 SART1 23.2 28.9 ENSG00000142166 IFNAR1 40.8 30.6 
ENSG00000120156 TEK 22.9 22.4 ENSG00000204619 PPP1R11 38.6 28.0 
ENSG00000105447 GRWD1 22.9 33.2 ENSG00000122042 UBL3 37.5 28.0 
ENSG00000141030 COPS3 21.6 22.8 ENSG00000183978 COA3 32.7 30.3 
ENSG00000106591 MRPL32 21.5 32.3 ENSG00000018408 WWTR1 33.3 31.1 
ENSG00000161016 RPL8 21.3 21.7 ENSG00000205707 LYRM5 58.5 39.6 
ENSG00000117360 PRPF3 20.9 21.3 ENSG00000231074 HCG18 41.0 25.6 
ENSG00000178105 DDX10 19.7 45.6 ENSG00000139190 VAMP1 76.1 32.7 







Figure S1. Fixation method influences visualization of MBNL1 in myoblasts. 
Optimization of immunofluorescence assay for MBNL1 (red) in cultured DM1 myoblasts is 
shown for fixation with paraformaldehyde (Pfa) incubated at different times (1-5) or for 
Methanol/Acetone fixation with different primary and secondary antibody dilutions (6-10). 
Antibodies’ dilutions for panels 1-5 corresponds to the ones of panel 8.  Nucleus (blue) is 
counterstained with DAPI. Methanol/Acetone fixation allows for loss of CUG-unbound 
MBNL1 while cross-linking fixation by Pfa prevents protein loss and shows both CUG-bound 
and CUG-unbound MBNL1. Scale bar (20 µm) applies for every panel. Images taken with the 




Figure S2. Linescan method used for initial manual analysis of RBP screening images. 
RBP candidates that appear to colocalize to CUG foci (Table II) show patterns that are either 
restricted to CUG foci (A), unrestricted nuclear foci (B) or nuclear diffuse (C). Corresponding 
linescan graph shows fluorescence intensity for CUG foci (red), RBP (green) and DAPI (blue) 
thoughout the dashed line traced on image. In order to filter through the more ambiguous 
linescans, preliminary hits are then processed through the DOT program to verify 




Figure S3. Verification of RNA integrity following cell fractionation. Microfluidic 
capillary electrophoresis (BioAnalyzer) results are presented through electropherograms (with 
corresponding electrophoretic separation band on the right, lower RNA size starting from 
bottom) where the ratio of RNA for ribosomal 18S and 28S (peaks shown in graph) allows to 
calculate a RIN (RNA Integrity number) between 1 (degraded RNA) to 10 (intact RNA). 
Peaks between 25 to 200 nt correspond to small RNA species (5S and tRNA). Peaks at 25 nt 
corresponds to an internal marker control. In cytosol, lower amount of 18S and 28S are 
expected due to higher concentration of small RNAs. X axis: RNA size (nt). Y axis: 
Fluorescence intensity, which correlates with RNA quantity (FU). RNA integrity validated by 




Table SI – Preliminary manual assessment of RBP localization in DM1 and non-DM1 
myoblasts (DM15 and HFN respectively). Full list of antibodies tested for the FISH-IF 
screening for RBPs that colocalize within CUG foci, a major characteristic of DM1 cell lines. 
Initial manual image analysis also include assessment of signals observed (in green) within 
the cytosol (Cyto), nucleus (Nuc), both cytosol and nucleus (C+N) or membrane (M). Signals 
may be observed as foci (F) or disperse (D) as well. Grey area indicate ambiguous or difficult 
to interpret signals. 
 
  DM15 HFN   DM15 HFN 
  Cyto Nuc C+N M Cyto Nuc C+N M   Cyto Nuc C+N M Cyto Nuc C+N M 
RBP F D F D F D   F D F D F D   RBP F D F D F D   F D F D F D   
ABCF1                 AATF             
ATXN1                             CORO1A                 
BCCIP           CSTF2                     
BOP1                             DDX19B             
CASC3           DDX20             
CCDC124           DDX24             
CCDC86           DDX3X                     
CCNL1           DDX55                 
CKAP4           DDX6                 
CSTF2T           DHX29             
DDX27           DHX33         
DGCR8           EEF2           
DHX30              EIF2S1             
DNAJC21           EIF3D                 
DROSHA           EIF3G                 
EIF3A                             EIF3H           
FIP1L1           EIF4A3                 
G3BP2                             EIF4B           
GNB2L1           EWSR1             
KHDRBS1           FUBP3           
NAA15                             GNL3             
NOLC1           HNRNPUL1         
NPM1                 NFX1             
PABPC4                 NONO             
POLK                 NUP35                             
PPIG              PES1                     
RBM17                             RBM25         
RBM34                             RBM6             
RBMX2                             RCC2             
RECQL5                             RECQL             
SF3A3           SAFB2             
SRPK2                    TRIP6           
SRSF1           UBAP2L                     
U2AF1           UBE2L3             
UTP18              XPO1             
UTP3           XRN1                         
WDR43           XRN2                     
ZC3H11A                             YTHDC2                 






  DM15 HFN   DM15 HFN 
  Cyto Nuc C+N M Cyto Nuc C+N M   Cyto Nuc C+N M Cyto Nuc C+N M 
RBP F D F D F D   F D F D F D   RBP F D F D F D   F D F D F D   
AARS           A2BP1                    
ABT1           ADD1           
ADAR              AKAP8L                       
AKAP8           ALY                             
ASCC1           ANXA2                    
BCLAF1           APOBEC3C                             
BUD13           ATP5C           
CCAR1           CNOT7           
CDC40              CUGBP2                    
CPSF7           DDX1                    
DDX42           DDX3(Y)           
DEAF1                 DDX5                             
DNAJC2                 DDX6           
EFTUD2           DKC1           
EXOSC9           EIF2B           
FAM120A           EIF4A2           
FASTKD2           EIF4H           
FUS                    FASTKD1           
FXR1           FUBP1           
GOLGB1           GTF2F1           
HDGF                             HNRNPF                 
ILF3           KRR1           
KIF1C           LSM4           
KRR1           MBNL1           
LARP4           MSI1                    
LARP7              NUP53           
LIN28B           PABPC3                    
LSM11           PAPOLA           
METAP2                 PARN           
MTPAP                 PINX1                    
NSUN2                 POLR2G           
PKM           PPIL4                             
PRRC2C                       RBM15           
PSIP1           RECQL           
PSPC1           RPS3A           
PUM2                 SAFB1                    
RBFOX2                 SART3                             
RBM39              SBDS           
RPS24           SF1                    
RPS3              SF3A3                 
RTF1           SLC4A1AP          
SNRNP200           SRPK2                    
SRSF4              STAU1                    
SUPT6H           STAU2                    
TAF15           STIP1           
TARDBP                 SUCLG1           
TRA2A           TUFM           
TROVE2           TXNL2           
U2AF2           WRN                    
ZPR9              YWHAG           
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  DM15 HFN   DM15 HFN 
  Cyto Nuc C+N M Cyto Nuc C+N M   Cyto Nuc C+N M Cyto Nuc C+N M 
RBP F D F D F D   F D F D F D   RBP F D F D F D   F D F D F D   
ACO1                             ADAR2           
AKAP1                       AIMP1           
AUH                    AKAP1                       
CIRBP           ATXN2                       
CPEB4                    CALR           
CUGBP1           CPSF6                 
DAZAP1           CPSF7                             
DDX21           CSTF50           
EIF2C1                             CUGBP1                             
EIF4G1           DDX20                 
FKBP4           DDX3X                 
GRSF1           DNAJC17                    
HNRNPC           EIF4G3           
HNRNPK           eIF4H                 
KHDRBS2           EWSR1                    
KHSRP           FMR1                             
KIAA1967                             G3BP1           
NIP7           GEMIN5              
NRF                 GPKOW                       
NXF1           GRP94           
PABPN1                             GRWD1           
PCBP1           GTPBP4           
PCBP2                             HMGB1                 
PHF6                 hnRNP H                    
PNPT1           MAK16           
PRPF8                 MATR3           
PTBP1           MBNL1           
RBM15           MSI2           
RPL23A                 NUFIP2           
RPS11                   NUP53           
RRP9                 NXF2              
SCAF4                 NXF3           
SERBP1                       PUS1           
SF3B4         RBM14           
SMNDC1                    RBM17                             
SRP68           RBM27                             
SRSF5                             RBM4           
SRSF7           RENT1                             
SRSF9           SFPQ           
SSB           SMN1                       
TBRG4           SSRP1                             
TIA           Stau1                             
TIAL1                    SUB1              
TNRC6A                 SUGP2                 
UCH37         TIAL                    




  DM15 HFN   DM15 HFN 
  Cyto Nuc C+N M Cyto Nuc C+N M   Cyto Nuc C+N M Cyto Nuc C+N M 
RBP F D F D F D   F D F D F D   RBP F D F D F D   F D F D F D   
AQR                             CEBPZ           
HSPD1           DDX52                 
NCBP2           DDX59           
NOL12                 ESF1           
NUSAP1                             MARK2           
PRPF6                       PA2G4           
PUF60                 RPLP0           
PUM1           SND1                    
SLTM              SRFBP1                 
TFIP11           SUPV3L1                 
XPO5           WDR3                 
XRCC5                 ZC3H8                             
XRCC6                 ZO-1                 
ZFC3H1           ZONAB           
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Table SII. Identification and description of RBP candidates following FISH-IF screening 
to identify novel factors that colocalize within CUG foci characteristic of DM1 
myoblasts. A non-exhaustive list of general related functions is enumerated for each RBP.  
 
RBP RBP - Full name General related functions 
ADAR Adenosine deaminase, RNA-specific Immune system, interleukin receptor SHC signaling 
BUD13 Bud13 homolog Poly(A)-RNA binding 
CCAR1 Cell Division Cycle & Apoptosis Regulator 1 Gene expression, mRNA splicing 
CIRBP Cold Inducible RNA Binding Protein DNA damage, translational control, stress granules when overexpressed, cold-induced suppresion of cell proliferation 
DEAF1 DEAF1 Transcription factor Epstein-barr virus infection, hemostasis 
DROSHA Ribonuclease III RNA maturation and decay pathway 
EFTUD2 Elongation Factor Tu GTP Binding Domain Containing 2 Spliceosome complex, mRNA splicing 
EIF4A3 Eukaryotic translation initiation factor 4a3 Immune system, interleukin receptor SHC signaling 
FAM120A Family with sequence similarity 120A May be involved in mRNA transport to cytoplasm 
KIF1C Kinesin family member 1C Reelin pathway (in cajal-retzius cells) 
LARP4 La Ribonucleoprotein Domain Family Member 4 Regulation of cell morphology & cytoskeletal organization 
NIP7 Nucleolar Pre-RRNA Processing Protein 34S pre-rRNA processing & 60S assembly 
NRF Nuclear respiratory factor Transcription factor, heme biosynthesis 
NXF1 Nuclear RNA Export Factor 1 Translational Control, gene expression, nuclear export 
NXF2 Nuclear RNA Export Factor 2 Translation control, gene expression, nuclear export 
PRPF6 Pre-mRNA Processing Factor 6 Gene expression, mRNA splicing 
PRPF8 Pre-mRNA Processing Factor 8 Gene expression, mRNA splicing 
PRRC2C Proline-rich Coiled-coil 2C Poly(A) RNA binding and protein C-terminus binding 
PSIP1 PC4 and SFRS1 Interacting Protein 1 Infectious disease, NF-KappaB Family Pathway 
PUM1 Pumilio RNA-Binding Family Member Translational control, vesicle-mediated transport. 
RBFOX2 Fox-1 Homolog (C. Elegans) 2 Key regulator of alternative exon splicing 
RPL23A Ribosomal Protein L23 Infectious disease, transport to Golgi and substract modification 
RTF1 RTF1 Homolog, Paf1/RNA Polymerase II Complex Component 
Chromatin regulation/acetylation, development and maintenance of 
embryonic stem cell pluripotency 
SF3A3 Splicing factor 3a, subunit 3, 60 kDa Gene expression, diurnally regulated genes with circadian orthologues 
SND1 Staphylocaccal nuclease & tudor domain containing 1 Transcription coactivator for Epstein-Barr virus nuclear Ag2 (EBNA2) 
SNRNP200 Small Nuclear Ribonucleoprotein 200kDa (U5) Gene expression, mRNA splicing 
SRSF1 Serine/Arginine-Rich Splicing Factor 1 Translational control, gene expression 
SUB1 SUB1 Homolog Transcriptional Regulator Poly-A RNA binding, single-straded DNA binding 
SUPT6H SPT6 Homolog, Histone Chaperone Transcription elongation factor 
TAF15 TAF15 RNA Polymerase II (TBP-Associated Factor) GPCR Pathway, apoptotic pathway in synovial fibroblast 
U2AF1 U2 Small Nuclear RNA Auxiliary Factor 1 Translational control, linked to shigellosis 





1. Le criblage RBP 
 
La déplétion de MBNL1 chez la souris mène à l’augmentation des isoformes MBNL2 
capables de lier les exons d’épissage régulés par MBNL1, suggérant dès lors un mécanisme 
compensatoire (52). De plus, il a été établi récemment que des protéines tels que HNRNP H, 
F, K ou DDX5 puissent co-immunoprécipiter avec MBNL1 (28, 38). Or, des expériences de 
FISH-IF soutiennent que ces facteurs colocalisent avec moins de 10% des foci CUG dans des 
cellules musculaires de patients DM1 (28, 38). De ce fait, dans la perspective d’identifier des 
nouveaux facteurs possiblement impliqués dans la pathogénèse de la DM1, un criblage a été 
accompli avec 322 anticorps ciblant différentes ribonucléoprotéines (RBP), et une sonde 
(CAG)10-Cy5 pour marquer les foci CUG. Pour se faire, nous avons reçu des myoblastes de 
patients DM1 (les lignées DM15 contenant 3200 CUG, et ST1200 avec 1200 CUG) et non-
DM1 (les HFN, 35 CUG).  
 
Au préalable, les lignées DM15, ST1200 et HFN ont été caractérisés. Les expériences 
d’immunofluorescence (Fig. 4) ont montré qu’au moins plus de deux foci MBNL1 soient 
détectés dans 77 % (± 6%) des cellules DM15 et 51% (± 6%) des ST1200, soit des quantités 
significativement plus élevé que les myoblastes contrôles HFN, soit de 13% (± 7%). Le 
pourcentage moins élevé pour les ST1200 pourrait être expliqué par le fait qu’elles renferment 
1200 CUG dans le gène DMPK, alors que les DM15 en aurait 3200. En effet, un nombre plus 
élevé de CUG permettrait la séquestration d’une quantité supérieure de MBNL1. Étant donné 
ce résultat plus élevé, la lignée DM15 semblait être un modèle DM1 intéressant pour le 
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criblage et les expériences de fractionnement/séquençage-ARN. De surcroît, la séquestration 
de MBNL1 aux foci CUG étant considérablement documentée dans la littérature comme étant 
un marqueur caractéristique de la DM1 (1, 6, 8, 23, 35, 36, 49, 57, 67, 109), cette 
colocalisation a aussi été vérifiée par FISH-IF dans les cellules DM15 (Fig. 5). D’ailleurs 
l’agrégation d’ARN CUG sous forme de foci n’était pas observée dans les lignées contrôles de 
myoblastes HFN et de cellules épithéliales HeLa (Fig. 5). Une autre alternative pour 
caractériser les phénotypes DM1 attendus pour ces myoblastes aurait été de vérifier la 
dérégulation de l’épissage alternatif de transcrits tels que ceux codant pour IR ou TNNT2 
(Confirmé par Dr Pascal Chartrand, résultats non présentés).  
 
 D’autre part, un criblage de RBP via la microscopie fluorescente est une manière 
relativement rapide et directe d’identifier des candidats qui puissent être dérégulés par les 
expansions pathogéniques CUG retrouvées dans les cellules DM1 (Fig. 6 et Tableau II). De 
plus, par imagerie il serait possible de visualiser des facteurs secondaires qui pourraient ne pas 
être identifiés par expériences de co-immunoprécipitation ou de réticulation. D’ailleurs, notre 
laboratoire dispose d’une large banque d’anticorps ciblant une variété de RBP ainsi qu’un 
système de criblage par imagerie à haut-débit. En ce qui concerne la classification des 
candidats RBP démontrant une colocalisation avec les foci CUG de cellules DM1 (Tableau II), 
certains facteurs démontraient un signal de foci nucléaire qui était majoritairement restreints 
aux foci CUG. Ceci pourrait dès lors suggérer une possible interaction qui pourrait être plus 
prévalent que les RBP démontrant des foci nucléaires non-restreints aux foci CUG. De plus, 
pour les RBP démontrant une localisation diffuse à travers le noyau, seul ceux qui présentaient 
une augmentation du niveau d’intensité du signal RBP dans les délimitations du signal 
provenant des foci CUG ont été maintenus comme candidats (Fig. S2). Un tel exemple de ce 
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dernier type de signal a déjà été observé pour le facteur DDX5 dans des myoblastes DM1 (38). 
Ce facteur encourage la liaison de MBNL1 aux expansions CUG, et étant donné qu’il ne 
colocalise avec ces foci que dans moins de 10% des myoblastes DM1, il a été proposé que 
DDX5 ne lie que brièvement le complexe MBNL1/ARN (28, 35, 38). Ensuite, vu la nature 
unidimensionnelle de la méthode «linescan» (Fig. S2), la colocalisation de ces candidats est 
analysée via le programme DOT qui pourra analyser les granules de façon deux-dimentionelle. 
  
En effet, les différents types de localisation observés pour les RBP soulèvent d’ailleurs 
une question importante : à quel point la colocalisation examinée soit due à de la chance? Afin 
d’approfondir cet aspect, la quantification des cellules DM1 démontrant une colocalisation 
(«Cell penetrance» dans le Tableau II) a été effectuée pour chaque RBP. De plus, la 
quantification de l’aire des granules CUG nucléaires démontrant une colocalisation sur l’aire 
totale des foci CUG («Granule area penetrance» dans le Tableau II) offre une information 
additionnelle sur la profondeur de cette colocalisation. L’écart-type est plus élevé pour 
certains RBP, et ceci est en partie expliqué par le fait que certains puits de la plaque 96-puits 
analysés pouvaient contenir un nombre moindre de cellules (près de 80-200 cellules au total 
sont analysés par RBP). La quantification pour MBNL1 est aussi présentée comme base de 
comparaison (Tableau II) et PNPT1 (Polyribonucléotide nucléotidyltransférase 1) est utilisé 
comme contrôle négatif car sa localisation est majoritairement dans la mitochondrie. En outre, 
la colocalisation des candidats avec le facteur MBNL1 a aussi été vérifiée dans les cellules 
DM15 et HFN (Tableau II). Cela dit, des expériences pertinentes pour la suite du projet 
seraient de vérifier l’interaction physique des RBPs nouvellement identifiés avec l’ARN et/ou 
MBNL1, par expériences de co-immunoprécipitation par exemple. Étudier l’effet de la 
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déplétion de ces RBP dans les cellules DM1 permettrait aussi de vérifier leur implication dans 
la pathologie.  
 
 En outre, plusieurs candidats RBP soulèveraient des voies moléculaires qui n’ont pas 
encore, ou très peu, été traitées dans le contexte de la DM1. Notamment, suite au criblage, le 
facteur NXF1 démontrait un patron de localisation restreinte aux foci CUG (Fig. 6A et 
Tableau II) et cette colocalisation est présente dans 72% (±17%) des myoblastes DM1. De 
plus, sur la totalité des foci CUG, 73% (±14%) de ces granules présentaient une colocalisation 
avec un granule correspondant à NXF1. Ce facteur régule l’export nucléaire d’ARN. De plus, 
dans les cellules de mammifères, il forme un complexe avec le facteur U2AF65 (128). Des 
études menées chez la Drosophile et la souris ont démontré que les facteurs U2AF65/NXF1 
forment un complexe avec les expansions d’ARN CAG et qu’ils soient impliqués dans son 
export nucléaire (128). Ce complexe ARN/protéines jouerait un rôle important dans la toxicité 
médiée par l’ARN dans des maladies dégénératives impliquant l’expansion de poly-
glutamines (maladie de Huntington, ataxie spinocérébelleuse, etc.) (128). De surcroît, il a 
aussi été démontré que MBNL1 et U2AF65 avaient des rôles opposés dans la rétention de 
l’ARN du gène Huntingtin contenant des expansions CAG pathogéniques (129). D’autre part, 
malgré que le facteur Alyref (Aly) n’ait pas été testé pour le criblage, l’étude des interactions 
protéines-protéines des candidats RBP a notamment ressorti ce facteur d’export d’ARNm 
nucléaire (Fig. 7). Or, dans un modèle DM1 de Drosophile, Aly a été identifié comme étant un 
facteur amplificateur ( «enhancer» ) de la toxicité causée par des expansions CUG (130). De 
ce fait, ces dernières études suggèreraient que les protéines U2AF65 et Alyref pourraient aussi 
être perturbées dans notre modèle de myoblastes de patients DM1 et renforceraient l’idée que 
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l’export nucléaire soit impliqué dans la pathogénèse. Dans les faits, il a été proposé que les 
foci CUG demeureraient adjacent à des particules nucléaires ( appelées «SC-35 speckles» ) et 
que l’ARNm mutant de DMPK ne peut ensuite être exporté vers le cytoplasme (39, 40, 131). 
Néanmoins, le mécanisme derrière cette voie n’est pas considérablement documenté. Somme 
toute, la dérégulation de l’export nucléaire et de facteurs tels que NXF1 serait une nouvelle 
voie à caractériser dans la DM1. Des études supplémentaires seraient à entamer afin de 
vérifier la prédiction que U2AF65 et Alyref soient aussi potentiellement des facteurs 
impliqués dans la DM1.  
  
 D’autre part, l’adénosine désaminase ADAR présente aussi une colocalisation 
majoritairement restreinte aux foci CUG (Fig. 6D et Tableau II) et cette colocalisation est 
observée dans 65% (±24%) des myoblastes DM1 (134 cellules ont été analysées). De plus, 
59% (±23%) des foci CUG détectés affichaient une colocalisation avec le facteur ADAR. Il est 
intéressant de noter que ce facteur convertit l’adénosine en inosine et que cet éditage de 
l’ARN soit incomplet dans les neurones moteurs de patients atteints d’ALS (sclérose latérale 
amyotrophique) sporadique (132), soit une maladie neuromusculaire qui est dite sporadique 
lorsqu’il n’y a pas d’antécédents génétiques évidents. D’ailleurs, dans les cellules eucaryotes, 
des structures tiges-boucles sont formées entre les régions introniques et exoniques des pré-
ARNm prêts à subir un épissage alternatif, et ADAR peut modifier les adénosines dans ces 
structures et ainsi mener à des substitutions d’acides aminés (133). Ces derniers résultats 
pourraient donc soulever la question que l’éditage de l’ARN médié par ADAR soit aussi 




Parallèlement, le réseau de protéines (Fig. 7) révèle aussi l’interaction de CIRBP et 
CCAR1 avec HNRNP K, soit un facteur qui interagit avec MBNL1 et dont l’expression est 
augmentée dans les myoblastes DM1 (28). Les protéines CIRBP (« Cold-induced RNA 
Binding Protein ») et CCAR1 (« Cell division Cycle and Apoptosis Regulator protein 1 ») sont 
tous les deux associées à la formation de granules de stress (134, 135), soit un assemblage de 
RBPs et d’ARNm dans le but d’inhiber l’expression ou de dégrader des transcrits, et cela en 
réponse à un stress cellulaire (136). À ce propos, les granules de stress ont été caractérisées 
dans diverses maladies dégénératives tels que l’ALS ou l’atrophie musculaire spinale (SMN) 
(136, 137), mais aussi auprès de myoblastes DM1 où la formation de ces granules est inhibée 
(138). Dans un autre ordre d’idées, les facteurs PRPF6, PRPF8 et SNRNP200, tous trois 
impliqués dans le processus d’épissage alternatif, sont aussi mis en évidence (Fig. 7) pour leur 
implication dans la rétinite pigmentaire (120, 121). Les symptômes de ce désordre, tels que la 
dystrophie rétinienne et des changements pigmentaires, corrèlent fortement avec les 
rétinopathies examinées dans la DM1.  En effet, les changements rétiniens sont communs dans 
la DM et le quart des patients DM1 développent une forme de rétinopathie pigmentaire (122, 
123). Certainement, des investigations supplémentaires permettront d’établir des liens plus 
tangibles entre ces différents candidats RBP et la DM1.  
 
Finalement, la colocalisation des RBP candidats avec les foci CUG pourrait suggérer une 
interaction directe ou indirecte avec ces répétitions aberrantes, ou qu’ils puissent être 
impliqués dans une voie mécanistique en aval et/ou servir d’effecteurs secondaire. Toutefois, 
l’imagerie seule ne permet pas de confirmer si la colocalisation des signaux fluorescents 
provenant des anticorps et de la sonde soient dû à une interaction physique ou bien au fait que 
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les deux entités soient simplement au même emplacement au moment de la fixation des 
cellules. Quoiqu’il en soit, il nécessiterait bien sûr des expériences de validation subséquentes 
afin de confirmer à prime abord l’interaction physique entre les candidats RBP avec les 
expansions CUG. Un autre point à considérer serait les différences biologiques des lignées de 
myoblastes dus au fait qu’elles proviennent d’individus différents. L’ajout d’un contrôle où il 
y aurait déplétion des répétitions CUG dans les lignées maladies (en utilisant des 
oligonucléotides antisenses par exemple (79, 80, 82)) afin d’obtenir des lignées plus 
isogéniques serait ainsi à considérer. Ce contrôle peut aussi s’appliquer pour le 
fractionnement/séquençage-ARN. Les oligonucléotides antisenses, ou ASO, existent sous 
plusieurs formes et ciblent leur ARN d’intérêt via l’appariement de séquences nucléotidiques 
complémentaires. Ils fonctionnent soit par encombrement stérique, soit par clivage 
enzymatique ciblé par la RNAse H (79, 80). L’administration d’ASO auprès de myoblastes de 
modèle DM1 chez la souris et l’humain ont d’ailleurs montré une amélioration de l’épissage 
de transcrits typiquement dérégulés en DM1 (41, 79, 80, 83). De plus, des expériences de 
FISH-IF sur ces myoblastes traités par différents types d’ASO révèlent une réduction de foci 
CUG pathogénique (41, 79, 80, 83). Ainsi, il pourrait être intéressant de tester et optimiser ce 
système dans les lignées de myoblastes que nous détenons présentement, soit les lignées 
DM15, ST1200 et HFN.  
 
Cela dit, ce criblage a permis de rapidement soulever des candidats et les résultats 
préliminaires serviront de point de départ pour explorer de nouvelles voies, telles que l’export 
nucléaire et l’éditage de l’ARN, qui n’ont pas encore été largement explorés dans le contexte 




2. Fractionnement et séquençage-ARN 
  
En parallèle, dans le but d’identifier des ARNm qui puissent être délocalisés dans des 
myoblastes de DM1, ces cellules ont été fractionnées afin d’accomplir un séquençage-ARN 
des extraits cytosoliques (C), insolubles-membranes (IM) et nucléaires (N). Afin de valider le 
fractionnement, un immunobuvardage de type «Western» (Fig. 8A) permet de montrer 
l’enrichissement du marqueur histone3 dans la fraction nucléaire, et du marqueur α-tubuline 
pour le compartiment cytosolique. La présence du marqueur ninéine dans les fraction IM et N 
pourrait indiquer qu’une portion de la protéine qui est à la périphérie du noyau soient restées 
rattachés aux noyaux durant la centrifugation. Par ailleurs, le fractionnement est aussi validé 
par qPCR (Fig 8C) avec des marqueurs où on s’attendrait à observer un enrichissement pour la 
fraction IM (ninéine), la fraction N (SNORD17) et la fraction C (RN7SK). D’ailleurs, 
SNORD17 est un ARN non-codant majoritairement localisé dans le nucléoplasme (139, 140). 
Malgré que RN7SK, ou 7SK, soit enrichi dans des extraits cytosoliques (141), cet ARN non-
codant qui est aussi retrouvé dans le nucléoplasme (142, 143). Ce marqueur est utilisé pour 
son abondance relativement élevée (~2 x 105 copies par cellules) (142, 143). Ainsi, en surplus 
de la transcription native de ces marqueurs dans le noyau, l’expression de RN7SK et de 
ninéine pourraient aussi être attendues dans la fraction nucléaire. Malgré tout, il est possible de 
noter l’absence d’expression de ninéine dans la fraction C, de SNORD17 dans les fractions C 




 D’autre part, l’intégrité de l’ARN est vérifiée par électrophorèse sur capillaire 
microfluide, soit avec l’instrument «Bioanalyzer» (effectuée par la plateforme de biologie 
moléculaire de l’Institut de recherches cliniques de Montréal, ou IRCM). La séparation de 
l’ARN, est présentée ensuite sous forme d’électrophérogramme (Fig. 8D et Fig. S3) où les 
pics correspondant aux ARN ribosomaux 28S et 18S sont mis en évidence. Un pic à 25 nt 
correspond à un marqueur interne et un pic entre 25 à 200 nt correspond à des petits ARN (5S 
et ARNt) qui ne peuvent être séparés dans cette méthode. Pour la fraction cytosolique (Fig. 
S3), une proportion plus élevée de ces petits ARN est attendue et ceci peut engendrer des pics 
plus petits pour les ARN 18S et 28S. Typiquement, un ARN est de haute qualité lorsque le 
ratio 28S :18S est de 2 :0, et le RIN («RNA Integrity Number») est calculé à partir de ce ratio 
par le programme intégré au «Bioanalyzer» (127). Or, des pics plus petits, tel que dans le cas 
de la fraction cytosolique, peut influencer le calcul de ce RIN. L’absence de bande diffuse 
(«smear») et des pics distincts pour les ARN 28S et 18S suggèrerait alors l’absence de 
dégradation de l’ARN. D’autre part, chez les vertébrés, la transformation de transcrits pré-
ribosomaux en ARNr 28S et 18S matures se fait dans le noyau, et ces ARNs sont ensuite 
exportés vers le cytoplasme pour l’assemblage des sous-unités ribosomales (144). Ceci 
explique pourquoi il serait attendu d’observer des pics pour les ARN 18S et 28S dans la 
fraction nucléaire. Il est toutefois important de noter que ces pics plus élevés pour la fraction 
nucléaire en comparaison à la fraction cytoplasmique ne supposent pas nécessairement une 
quantité plus élévée dans la première fraction. La présence élevée de petits ARN dans la 
fraction cytosolique fait en sorte que globalement, moins d’ARN 18S et 28S sont analysés par 
le «BioAnalyzer», mais les résultats de la Fig. S3 ne donne pas nécessairement d’information 
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sur la quantité nette d’ARNr cytoplasmique versus nucléaire. Somme toute, les échantillons 
validés ont été jugés de bonne qualité pour un séquençage-ARN. 
 
 En outre, le séquençage-ARN par déplétion ribosomale est une méthode qui retire 
uniquement les ARN ribosomaux et permettrait de détecter des populations ARN qui ne 
seraient pas détectées par séquençage Poly-A+, comme les lncARN («long non coding RNA») 
qui ne contiennent pas de queues polyadnénylées ou les ciARN («circular RNA») (145). Les 
résultats du séquençage-ARN sont normalisés pour tenir compte de la taille du transcrit ainsi 
que de la librairie, permettant ainsi la comparaison entre des librairies de données ayant des 
tailles différentes (Voir Méthodes). L’analyse des composantes principales (graphique PCA) 
de la Fig. 9A démontre que les duplicatas d’échantillons ARN ont une faible variabilité entre 
eux. La carte thermique (Fig. 9B) permet d’observer la distribution des 35 gènes les plus 
exprimés. D’ailleurs, il est possible de noter que l’enrichissement de RN7SK concorde avec 
les résultats de qPCR (Fig. 8C). Le graphique PCA et la carte thermique ont été effectuées par 
la plateforme bioinformatique de l’IRCM. 
 
 D’autre part, la répartition des différentes espèces d’ARN détectées a été analysée pour 
les extraits d’ARN totaux des myoblastes DM1 et non-DM1 (Fig.10A-B). Ces résultats 
montrent que la proportion des différentes populations ne semble pas varier entre les deux 
lignées. Il est à noter que cette analyse tient compte de la présence de chaque ARN détecté et 
de son appartenance à une espèce d’ARN, mais qu’elle ne permet pas de déterminer si un 
transcrit spécifique d’une certaine population serait nécessairement plus exprimé qu’un autre 
ARN correspondant à une autre catégorie.  
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Par ailleurs, le facteur d’export nucléaire NXF1 étant ressorti dans les candidats du 
criblage RBP (Tableau II), une première étape était de caractériser les populations d’ARN qui 
pourraient être délocalisées entre le cytoplasme et le noyau. Pour se faire, l’indice de 
résistance («fold-change») de l’expression de chaque ARN entre la lignée DM1 et non-DM1 
est calculé. Ensuite, les ARN démontrant simultanément une faible variation d’expression 
dans la fraction IM, une hausse d’expression significative dans une fraction et une baisse dans 
l’autre (soit ↓Cyto ↑Nuc ou ↑Cyto ↓Nuc) sont mis en évidence. Des exemples sont listés dans 
le Tab. III. Ces résultats pourraient donner une indication d’ARNm qui seraient délocalisés 
dans le contexte de DM1. Toutefois, il est important de noter qu’une hausse d’expression dans 
une fraction n’est pas nécessairement une causalité pour la baisse d’expression dans une autre 
fraction. Des analyses complémentaires où les changements d’expressions entre fractions dans 
la même lignée pourraient ainsi se rajouter à ces résultats. De plus, des analyses 
supplémentaires où des résultats de CLIP-seq correspondant aux RBP candidats du criblage 
pourraient aussi être jumelés aux résultats du séquençage afin de trouver des ARN cibles qui 
puissent être délocalisés. En perspective, suite à l’identification supplémentaire de transcrits 
délocalisés, il serait ensuite intéressant de vérifier si cet effet soit dû à une défectuosité au 
niveau de MBNL1 ou des RBP candidats. La déplétion de ces facteurs suivi d’expériences de 
complémentation («rescue») pourrait donner des informations supplémentaires sur la 
délocalisation d’ARNm. Dans un autre ordre d’idées, vu l’implication du facteur ADAR dans 
l’éditage de l’ARN et dans la maladie dégénérative ALS, des études bioinformatiques à ce 
niveau auprès des résultats du séquençage-ARN pourrait certainement être entamé afin de 
déterminer l’implication de cette déaminase dans la DM1.  
80 
 
3. Perspectives thérapeutiques 
 
 L’interaction entre les répétitions CUG pathogéniques et ses différents facteurs 
d’interaction est hautement dynamique, ce qui en constitue une voie thérapeutique 
intéressante. L’identification des RBP qui interagissent avec ces CUG, la caractérisation de 
cette interaction ainsi que son impact dans la formation de foci pathogéniques permettraient de 
cibler des voies spécifiques qui pourraient potentiellement améliorer les symptômes reliés à la 
formation de foci et qui sont caractéristiques de la DM1. L’administration locale d’ASO par 
injection musculaire dans un modèle murin DM1 a permis de réduire la quantité de transcrits à 
répétitions CUG pathogéniques. Néanmoins, des dommages musculaires étaient aussi 
observés, et cette observation pourrait être expliquée par le fait que les ASO utilisés puissent 
entreprendre des structures aux propriétés d’aptamères qui stimuleraient ainsi le système 
immunitaire (146). L’étude de nouveaux RBPs pouvant interagir avec les répétitions CUG, 
ainsi que des voies moléculaires qui n’ont pas encore été caractérisées pour la DM1, 
pourraient mener à une meilleure compréhension de l’homéostasie des ARNm détenant des 
expansions CUG pathogéniques. Ceci pourrait ainsi mener à l’élaboration de d’autres voies 
thérapeutiques, ou qui pourraient être complémentaires aux différents ASO présentement 
étudiés dans la littérature. Par ailleurs, il n’y a présentement pas de biomarqueurs non-invasifs 
disponibles pour la détection de DM1. En effet, des biopsies musculaires sont actuellement 
effectuées, mais cette méthode est limitée par son aspect invasif. De plus, des études ont été 
réalisées pour l’utilisation de microARN de plasma sanguin qui sont dérégulés dans la DM1 
(147-149). Ces travaux demeurent préliminaires pour l’instant. Ainsi, l’identification et la 
caractérisation de RBPs impliqués dans la pathogénèse de DM1 pourrait mener à l’élaboration 
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potentielle de biomarqueurs protéiques qui pourraient être plus facile à manipuler que des 





Somme toute, le criblage par hybridation in situ fluorescente couplé à de 
l’immunofluorescence (FISH-IF) a permis d’identifier des nouvelles ribonucléoprotéines 
(RBP) qui colocalisent au niveau des foci CUG caractéristiques de la dystrophie myotonique 
de type 1 (DM1). En complémentarité avec ces résultats, le fractionnement cellulaire des 
myoblastes de patients DM1 suivi de séquençage-ARN permettra entre autres l’identification 
de transcrits délocalisée. Mises ensembles, ces deux larges banques de données alors générées 
permettront une meilleure compréhension de l’implication de la localisation de l’ARN dans la 
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